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El virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) es un coronavirus entérico que 
causa una alta tasa de morbilidad y de mortalidad, que puede llegar al 100% en 
lechones de menos de una semana de edad. Las cepas epidémicas virulentas 
que circulan actualmente causan graves pérdidas económicas a nivela mundial. 
Aunque se han utilizado extensivamente vacunas inactivadas y vacunas vivas 
atenuadas, la aparición de las cepas epidémicas altamente virulentas y los 
brotes recurrentes, que ocurren incluso en granjas con animales vacunados, 
resaltan la necesidad de nuevas vacunas eficaces y seguras. Se ha descrito que 
las vacunas vivas atenuadas son las más eficaces para proteger frente al PEDV 
porque inducen una respuesta inmune duradera en mucosas. El desarrollo de 
vacunas mediante ingeniería genética, que contengan modificaciones definidas 
en el genoma, es una aproximación racional prometedora para el desarrollo de 
nuevas vacunas. En ese sentido, en esta tesis doctoral se han diseñado virus 
recombinantes que podrían ser candidatos a vacuna. En primer lugar, un virus 
atenuado basado en el genoma del virus de la gastroenteritis transmisible 
(TGEV), que expresa una proteína de la espícula (S) quimérica con la de una 
cepa virulenta de PEDV (rTGEV-RS-SPEDV). Este virus estaba atenuado en 
lechones de 5 días, dado que los animales infectados no perdieron peso, 
ninguno de ellos murió y el no virus causaba daño en el intestino de los animales 
infectados. Es más, el virus rTGEV-RS-SPEDV protegió frente al desafío con una 
cepa virulenta de PEDV, reduciendo los títulos de virus del desafío en el yeyuno 
y con niveles de RNA del virus de desafío indetectables en las heces. Además, 
indujo una respuesta inmune humoral específica para PEDV, incluidos los 
anticuerpos neutralizantes. Por otro lado, se ha generado un cDNA infectivo para 
PEDV que daba lugar a un virus recombinante virulento. Usando este cDNA 
infectivo, se ha generado una colección de virus sintéticos con cambios en el 
sesgo en el uso de los pares de codones (CPB) del gen de la nucelocápsida (N). 
Estos virus recombinantes presentaron un amplio rango de virulencia, lo que los 
convierte en herramientas muy valiosas para el estudio de las bases moleculares 
de la patogénesis del PEDV. Uno de ellos, rPEDV-N2, creció eficientemente en 
el intestino de los animales infectados y estaba atenuado dado que el 100% de 
los animales sobrevivieron a la infección. Por tanto, este virus es la base para un 
candidato a vacuna, que incluiría estrategias de atenuación adicionales, alguna 
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Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) is an enteric coronavirus causing a high 
morbidity and mortality rates up to 100% in young piglets. The circulating 
epidemic virulent PEDV strains cause huge economic loses worldwide. Although 
both inactivated and live attenuated vaccines have been extensively used, the 
emergence of the epidemic highly virulent strains and the recurrent outbreaks 
even in vaccinated farms highlight the need of novel effective and biosafe 
vaccines. It has been described that modified live vaccines are the most 
protective ones, as they induce a long-lasting mucosal immune response. 
Engineering of genetically defined live attenuated vaccines is a rational promising 
approach for novel vaccine development. In that line, during this thesis, different 
recombinant viruses that may be used as vaccine candidates were developed. 
First, an attenuated virus based on the transmissible gastroenteritis virus (TGEV) 
genome, expressing a chimeric spike (S) protein from a virulent US PEDV strain 
(rTGEV-RS-SPEDV). This virus was attenuated in highly-sensitive 5-day-old 
piglets, as infected animals did not lose weight, none of them died and the virus 
caused very minor tissue damage compared with a virulent virus. Moreover, the 
rTGEV-RS-SPEDV virus protected against challenge with a virulent PEDV strain, 
reducing challenge virus titers in jejunum and leading to undetectable challenge 
virus RNA levels in feces. The rTGEV-RS-SPEDV virus induced a humoral 
immune response specific for PEDV, including neutralizing antibodies. On the 
other hand, a PEDV infectious cDNA was engineered, leading to a recombinant 
virulent virus. Using this infectious cDNA clone, a set of synthetic viruses was 
generated, containing changes in the codon pair bias (CPB) of nucleocapsid (N) 
gene. The recombinant mutant viruses showed a broad range of virulence, being 
valuable tools for the analysis of the molecular basis of PEDV pathogenesis. One 
of the mutant viruses, rPEDV-N2, grew efficiently in the jejunum of the infected 
animals and it was attenuated as 100% of the infected animals survived. 
Therefore, this virus is the base for a promising vaccine candidate that would also 






































1.  CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS CORONAVIRUS 
1.1. Clasificación taxonómica 
Los coronavirus (CoVs) son virus con envuelta que contienen un genoma de 
RNA de cadena sencilla y polaridad positiva, que se clasifican dentro de la familia 
Coronaviridae (Siddell, S. G., y col., 2019);Wong, A. C. P., y col. (2019). Esta 
familia pertenece al orden Nidovirales, cuya característica común es la 
producción de mRNAs subgenómicos (sg mRNAs) 3’ co-terminales o anidados, 
lo que da nombre al orden (de Groot, R. J., y col., 2012;Enjuanes, L., y col., 
2008). 
Actualmente, el orden Nidovirales comprende 88 especies virales que se 
clasifican en 9 familias incluidas a su vez en 7 subórdenes distintos (Fig. 1) 




Figura 1. Taxonomía de los CoVs. Se indican los diferentes subórdenes y familias que forman 
parte del orden Nidovirales. Dentro de la familia Coronaviridae, se indican las subfamilias 
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Los nidovirus infectan una amplia variedad de hospedadores, tanto 
vertebrados como invertebrados, incluyendo mamíferos, aves, anfibios, peces, 
reptiles, artrópodos, moluscos y helmintos. Como ocurre con otras familias de 
virus, se continúan describiendo nuevos genomas de nidovirus debido a la 
aplicación de las técnicas de secuenciación masiva (Bukhari, K., y col., 
2018;Saberi, A., y col., 2018). Desgraciadamente, las características biológicas 
y la patogénesis de la mayoría de los nuevos nidovirus permanecen sin 
caracterizar (Lauber, C., y col., 2012);Shi, M., y col. (2018);(Walker, P. J., y col., 
2005). 
Dentro de la familia Coronaviridae, la subfamilia Letovirinae está formada por 
el género Alphaletovirus, subgénero Milecovirus, que contiene una única especie 
de virus detectado en renacuajo (Bukhari, K., y col., 2018). La subfamlia 
Orthocoronavirinae está constituida por los géneros Alphacoronavirus, 
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus e incluye más de 20 
especies que infectan a un amplio rango de vertebrados, incluyendo mamíferos 
y aves (Fig. 2) (de Groot, R. J., y col., 2013). Se ha descrito que tanto los 
murciélagos como las aves son los reservorios de los CoVs (Fig. 2).  En concreto, 
al igual que sucede con virus de otras familias, los murciélagos son el mayor 
reservorio de coronavirus en todo el mundo (Fig. 2), estimándose que un 10% 
de estos animales son portadores de coronavirus, en comparación con el 0.2% 
de otros animales estudiados (Anthony, S. J., y col., 2017;Drosten, C., y col., 
2014). Cabe destacar el papel de los murciélagos como hospedadores de CoVs 
dado que, debido a las interfaces murciélago-animal y murciélago-humano, estos 
mamíferos tienen un papel fundamental en la transmisión inter-especies y en la 
emergencia de nuevos CoVs potencialmente virulentos (Wong, A. C. P., y col., 
2019). 
 
1.2. Enfermedades causadas por CoVs. Importancia socioeconómica 
Los CoVs humanos son responsables de, aproximadamente, el 15% de los 
resfriados comunes, causados principalmente por los virus HCoV-229E, HCoV-
OC43 y HCoV-NL63, que ocasionalmente pueden derivar en enfermedades 
pulmonares más graves en recién nacidos, personas mayores o individuos 
inmunodeprimidos (Garbino, J., y col., 2006;Lee, J.y Storch, G. A., 2014;Walsh, 
E. E., y col., 2013). En el año 2002, emergió el virus causante del síndrome 
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respiratorio agudo y grave (SARS-CoV), que se diagnosticó en 8422 enfermos 
de 30 países y dejó un balance de 916 fallecidos (Drosten, C., y col., 2003;Rota, 
P. A., y col., 2003). Esto atrajo la atención mediática y científica hacia los 
 
 
Figura 2. Ecología de los coronavirus. En la imagen se presenta un resumen de las especies 
animales hospedadores para los diferentes géneros de CoVs (en diferentes colores alrededor 
del esquema circular) y los reservorios que los transmiten de unas especies a otras (en el centro).  
 
CoVs (Song, Z., y col., 2019) y llevó a la identificación de nuevos CoVs humanos, 
como el HCoV-HKU1 y el HCoV-NL63, causantes de bronquiolitis y neumonías 
relativamente graves (van der Hoek, L., y col., 2004;Woo, P. C., y col., 2005). En 
2012 emergió un nuevo CoV humano, el virus causante del síndrome respiratorio 
de Oriente Medio (MERS‐CoV) (Annan, A., y col., 2013;Assiri, A., y col., 2013). 
Este CoV produce neumonías graves acompañadas ocasionalmente de 
patología renal. Hasta el momento, este virus ha causado 2458 casos en 27 
países, con más de 840 muertes (http://www.who.int/emergencies/mers-cov/en, 
3 septiembre 2019). Como se ha expuesto anteriormente, en murciélagos se han 
identificado antecesores comunes recientes de los CoVs de los géneros α y β, 
incluyendo CoVs muy similares al SARS‐CoV y al MERS-CoV lo que sugiere que 
los murciélagos constituyen el reservorio natural de los CoVs humanos (Annan, 
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A., y col., 2013;Dominguez, S. R., y col., 2007;Gloza-Rausch, F., y col., 
2008;Tong, S., y col., 2009). Las últimas zoonosis causadas por CoVs indican 
que estos virus tienen facilidad para atravesar la barrera de especie, lo cual 
destaca la relevancia de los CoVs como patógenos humanos emergentes 
(Banerjee, A., y col., 2019;Coleman, C. M.y Frieman, M. B., 2014;Graham, R. L., 
y col., 2013). 
En animales, los CoVs generan importantes pérdidas económicas en 
explotaciones ganaderas, además de infectar animales de compañía y animales 
de experimentación (Cavanagh, D., 2005;Lai, M. M. C., y col., 2007;Perlman, S.y 
Netland, J., 2009). Especialmente relevantes en esta tesis, los CoVs entéricos 
porcinos, que se tratan específicamente en el apartado 2 de esta sección. 
 
1.3. Estructura del virión 
Los CoVs son virus esféricos, de entre 120 y 160 nm de diámetro, que 
presentan una envuelta lipídica en la que se inserta un conjunto de proteínas 
estructurales comunes a todos los CoVs: la proteína de la espícula (S), la 
proteína de membrana (M) y la proteína de la envuelta (E) (Fig. 3A) (de Groot, 














Figura 3. Estructura del virión y genoma del virus causante de la diarrea epidémica porcina 
(PEDV). (A) Modelo de la estructura del virión de PEDV en el que se distinguen dos dominios 
estructurales: la envuelta lipídica en la que se insertan las proteínas S, E, M y la nucleocápsida 
helicoidal formada por el RNA genómico (gRNA) asociado a la proteína N. (B) En la parte superior 
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secuencia líder (L) y los genes virales (ORF1a, ORF1b, S, 3, E, M y N), la región 3’ no traducida 
(UTR) y la cola de poliadenina (An). Los triángulos rojos invertidos en la parte superior 
representan las secuencias reguladoras de la transcripción (TRSs). En la parte inferior se 
muestran los RNAs subgenómicos (sgRNAs) resultantes de la transcripción. Se indica su 
polaridad y estructuras terminales comunes. Las secuencias líder y antilíder se muestran en rojo. 
En azul oscuro se muestra la parte que se traduce de cada mRNA subgenómico. 
 
Además, algunos coronavirus presentan en la envuelta viral otras proteínas 
específicas de género, como las proteínas accesorias 3a, 6, 7a y 7b en el caso 
del SARS-CoV (Huang, C., y col., 2006;Huang, C., y col., 2007;Schaecher, S. 
R., y col., 2007;Shen, S., y col., 2005), la proteína 3 en el caso del HCoV-NL63 
(Muller, M. A., y col., 2010), o una proteína homóloga a la hemaglutinina en el 
virus de la hepatitis del ratón (MHV) (Brian, D. A.y Baric, R. S., 2005). En el 
interior del virión se encuentra la nucleocápsida, formada por el RNA genómico 
(gRNA) unido a la proteína de la nucleocápsida (N) (Fig. 3A) (de Groot, R. J., y 
col., 2012). 
La proteína S es una glicoproteína de membrana de tipo I de 150-200 KDa. 
Funcionalmente se ensambla formando trímeros que constituyen las espículas, 
que son las estructuras más prominentes de la envuelta viral y confieren al virión 
su aspecto de corona, responsable del nombre de la familia (Delmas, B.y Laude, 
H., 1990). La proteína S media la unión del virión al receptor celular, permitiendo 
la entrada del virus en las células (Belouzard, S., y col., 2012;Gallagher, T. M.y 
Buchmeier, M. J., 2001;Heald-Sargent, T.y Gallagher, T., 2012;Li, F., 2016). Las 
modificaciones en la secuencia de la proteína S alteran el tropismo viral 
(Ballesteros, M. L., y col., 1997);(Sanchez, C. M., y col., 1999);(Phillips, J. J., y 
col., 1999);(Miura, T. A., y col., 2008);(Pascual-Iglesias, A., y col., 2019). Es más, 
el tropismo de especie se puede modificar reemplazando la proteína S de un 
CoV por la de otro alejado taxonómicamente (Kuo, L., y col., 2000;Ribes, J. M., 
y col., 2011;Sheahan, T., y col., 2008;van Beurden, S. J., y col., 2017). La 
proteína S es además la principal inductora de anticuerpos neutralizantes 
(Delmas, B., y col., 1986;Jimenez, G., y col., 1986) y, de hecho, muchas vacunas 
se basan en la expresión de la proteína S completa o de dominios de la misma 
(Enjuanes, L., y col., 2016;Hain, K. S., y col., 2016;Oh, J., y col., 2014;Yuan, X., 
y col., 2017) 
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La proteína M es una glicoproteína de 29 a 36 KDa, y es el componente 
estructural más abundante del virión (Sturman, L. S., y col., 1980;Sturman, L. S.y 
V., H. K., 1977;Utiger, A., y col., 1995). Presenta un pequeño dominio N-terminal 
orientado hacia el exterior del virión, tres dominios transmembrana y un dominio 
C-terminal orientado hacia el interior del virión, que interacciona con la proteína 
N. La proteína M es fundamental en los procesos de morfogénesis y ensamblaje 
de los CoVs (Arndt, A. L., y col., 2010;Corse, E.y Machamer, C. E., 2003;Nguyen, 
V. P.y Hogue, B. G., 1997). Esta proteína también induce la producción de 
anticuerpos neutralizantes, aunque en menor grado que la proteína S (Jimenez, 
G., y col., 1986;Wesley, R. D., y col., 1988). 
La proteína E es una proteína transmembrana de unos 10 KDa que se 
encuentra en los viriones en un número bajo de copias (20 moléculas/virión), 
pero se acumula abundantemente en la célula infectada donde participa, junto 
con la proteína M, en el ensamblaje y liberación de los viriones (Maeda, J., y col., 
2001;Nguyen, V. P.y Hogue, B. G., 1997;Nieto-Torres, J. L., y col., 2011;Ruch, 
T. R.y Machamer, C. E., 2012). Su requerimiento es variable dependiendo de la 
especie de CoV. En el caso del virus de la gastroenteritis porcina transmisible 
(TGEV) y del MERS-CoV la eliminación de la proteína E resulta en virus 
competentes en replicación, pero deficientes en propagación, mientras que en el 
MHV o el SARS‐CoV, la proteína E no es esencial para la maduración y 
secreción de partículas infectivas (Almazan, F., y col., 2013;DeDiego, M. L., y 
col., 2011;Ortego, J., y col., 2002). La proteína E forma canales iónicos y es un 
factor de virulencia que modula la respuesta celular a estrés de retículo y la 
inflamación (DeDiego, M. L., y col., 2011;Jimenez-Guardeño, J. M., y col., 
2014;Nieto-Torres, J. L., y col., 2014;Nieto-Torres, J. L., y col., 2015;Sun, M., y 
col., 2017;Surya, W., y col., 2015;Verdia-Baguena, C., y col., 2012;Xu, X., y col., 
2013a). 
La proteína N es una fosfoproteína de unos 40 KDa que se une al gRNA viral 
para formar la nucleocápsida helicoidal (Laude, H.y Masters, P. S., 1995). Esta 
proteína presenta una organización modular con dos dominios estructurados N-
terminal (NTD) y C-terminal (CTD) separados por regiones desordenadas 
(Chang, C. K., y col., 2006). Se han identificado dominios de unión al RNA en la 
región NTD mientras que el CTD es necesario para la oligomerización, esencial 
para conferir estabilidad a la nucleocápsida (Chang, C. K., y col., 2006;Cong, Y., 
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y col., 2015;McBride, R., y col., 2014;Zuniga, S., y col., 2007). Además de su 
función estructural, la proteína N tiene actividad chaperona de RNA (Zuniga, S., 
y col., 2009;Zuniga, S., y col., 2007) y tiene un papel fundamental en la síntesis 
de RNA viral (Almazan, F., y col., 2004;Liwnaree, B., y col., 2019;Schelle, B., y 
col., 2005). En particular, nuestro grupo ha descrito que la proteína N es esencial 
para la transcripción de CoVs, probablemente porque facilita el cambio de molde 
durante este proceso (Zuñiga, S., y col., 2010). Además, la proteína N 
desempeña múltiples funciones en la interacción virus-hospedador, modulando 
numerosos procesos celulares (McBride, R., y col., 2014;Surjit, M.y Lal, S. K., 
2008;Zhang, Q.y Yoo, D., 2016;Zuñiga, S., y col., 2016). Estas actividades 
incluyen la desregulación del ciclo celular (Ding, Z., y col., 2014;Surjit, M., y col., 
2006;Xu, X., y col., 2013b), la inhibición de la traducción (Peng, T. Y., y col., 
2008;Tsai, T. L., y col., 2018a;Zhang, X., y col., 2014;Zhou, B., y col., 2008), la 
inducción de apoptosis (Ding, Z., y col., 2014;Shi, D., y col., 2017;Surjit, M., y 
col., 2004), la supresión del silenciamiento por RNA (Cui, L., y col., 2015), o el 
antagonismo de la ruta de degradación de mRNA mediada por mutación 
terminadora (NMD, por las siglas en inglés de non-sense mediated mRNA decay 
pathway) (Wada, M., y col., 2018). Además, la proteína N de CoV es un 
antagonista de interferon (IFN) (Ding, Z., y col., 2014;Hu, Y., y col., 
2017;Kopecky-Bromberg, S. A., y col., 2007;Likai, J., y col., 2019;Ye, Y., y col., 
2007) y modula la inflamación (Cao, L., y col., 2015b;Wu, Y. H., y col., 2014;Xu, 
X., y col., 2013b). Cabe destacar que se conoce poco de los mecanismos 
mediante los que la proteína N ejerce estas actividades, dado que su estudio en 
el contexto de la infección viral es muy complicado por ser una proteína esencial 
para el virus. 
 
1.4. Estructura del genoma y expresión génica 
El genoma de los CoVs consiste en una molécula de RNA de cadena sencilla 
y polaridad positiva con un tamaño que varía entre 28 y 30 kb (de Groot, R. J., y 
col., 2012;Enjuanes, L., y col., 2008;Gorbalenya, A. E., y col., 2006;Snijder, E. 
J., y col., 2003). Este tamaño de genoma RNA es de los más grandes que se 
conocen, teniendo en cuenta que recientemente se ha identificado un nidovirus 
de la familia Mononiviridae que posee un genoma de 41 kb (Saberi, A., y col., 
2018). Estructuralmente, el gRNA viral se asemeja a los mRNAs eucariotas 
Introducción 
 22 
celulares, dado que posee una estructura cap (7-metilguanosina 2-O-metilribosa) 
en el extremo 5’, una cola de poli-A en el extremo 3’, y regiones no traducidas 
en ambos extremos (5’ UTR y 3’UTR) (Brian, D. A.y Baric, R. S., 2005;Jacobs, 
L., y col., 1986;Page, K. W., y col., 1990). 
La organización básica del genoma es común a todos los miembros del orden 
Nidovirales (Fig. 3B). Los dos tercios 5’ terminales codifican la replicasa viral, 
constituida por dos fases abiertas de lectura (ORFs) solapantes, ORF1a y 
ORF1b, que se traducen directamente a partir del RNA genómico al comienzo 
de la infección, dando lugar a las poliproteínas pp1a y pp1ab (Thiel, V., y col., 
2003). Ambas poliproteínas son co-amino terminales, dado que la pp1ab se 
traduce mediante un salto de fase del ribosoma que tiene lugar en la región de 
solapamiento de las dos ORFs y permite evitar el codón de terminación de la 
ORF1a (Brierley, I., y col., 1989). Estas poliproteínas se autoproteolizan para dar 
lugar a 16 proteínas no estructurales (nsps) (Ziebuhr, J., 2005). Las nsps 
incluyen las actividades necesarias para la replicación viral, tales como proteasa 
(en nsp3 y nsp5), RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp, en nsp12), 
primasa (en nsp8), o helicasa (en nsp13). Además codifican actividades de 
metabolismo del RNA que son poco frecuentes en los genomas virales, tales 
como exoribonucleasa (ExoN, nsp14); endoribonucleasa (NendoU, nsp15), 
actividades implicadas en la síntesis del 5'cap como RNA trifosfatasa (RTPasa, 
nsp13), guanililtransferasa (GTasa, nsp12), N7-metiltransferasa (N7-MTasa, 
nsp14) o 2'-O-ribosa-metiltransferasa (2O-MTasa, nsp16) (Neuman, B. W., y 
col., 2014;Posthuma, C. C., y col., 2017;Sevajol, M., y col., 2014;Smith, E. C., y 
col., 2014;Subissi, L., y col., 2014). Muchas de las nsps de CoVs también 
modulan la interacción con el hospedador, antagonizando la respuesta antiviral 
(Baez-Santos, Y. M., y col., 2015;Becares, M., y col., 2016;Deng, X., y col., 
2017;Deng, X., y col., 2019;Fehr, A. R., y col., 2016;Frieman, M., y col., 
2009;Jauregui, A. R., y col., 2013;Kindler, E., y col., 2017;Narayanan, K., y col., 
2015;Shi, P., y col., 2019;Zhang, Q., y col., 2018;Zhang, Q., y col., 2017;Zhu, X., 
y col., 2017;Zuñiga, S., y col., 2016;Zust, R., y col., 2011;Zust, R., y col., 2007). 
El tercio 3’ terminal del genoma contiene los genes estructurales en el orden 
5’-S-E-M-N-3’, y los genes específicos de género, cuyo número, posición y 
secuencia varía dependiendo de la especie de CoV (de Groot, R. J., y col., 
2012;Masters, P. S., 2006). En el caso del virus de la diarrea epidémica porcina 
Introducción 
 23 
(PEDV), su genoma contiene un gen específico de género, la ORF3, localizado 
entre las proteínas S y E (Fig. 3B). La proteína 3 no es esencial para la 
replicación en cultivos celulares e in vivo, y su eliminación no afecta a la 
virulencia del virus (Beall, A., y col., 2016;Curtis, K. M., y col., 2004;Sola, I., y 
col., 2003). Se ha descrito que la proteína 3 se localiza en el Golgi (Kaewborisuth, 
C., y col., 2018;Kaewborisuth, C., y col., 2019) y tiene actividad canal iónico, al 
igual que otras proteínas homólogas en distintas especies de CoVs (Wang, K., y 
col., 2012). Se conoce poco de su papel en el contexto de la infección, dado que 
en cultivos celulares tiende a eliminarse y parece que dificulta la replicación viral 
(Jengarn, J., y col., 2015;Wongthida, P., y col., 2017). 
Todos los genes del tercio 3’ terminal del genoma se expresan a partir de una 
colección de sgmRNAs de distintos tamaños, coterminales en sus extremos 5’ y 
3’. Los sgmRNAs son estructuralmente policistrónicos pero funcionalmente 
monocisitrónicos dado que, por lo general, únicamente se traduce la ORF más 
cercana al extremo 5’ (Fig. 3B) (Masters, P. S., 2006). Estos sgmRNAs presentan 
en su extremo 5’ una secuencia líder, de 72 nucleótidos en el caso del PEDV, 
que también se encuentra en el extremo 5’ del gRNA. Esta secuencia se 
incorpora a los sgmRNAs mediante un proceso de transcripción discontinua 
dirigido por las secuencias reguladoras de la transcripción (TRSs) formadas por 
un hexanucleótido central conservado (CS), que se repite también en el extremo 
3’ del líder, flanqueado por secuencias de longitud variable denominadas 5’ y 3’ 
TRS (Fig. 4) (Enjuanes, L., y col., 2006;Sawicki, S. G., y col., 2007;Sola, I., y col., 
2005;Zuniga, S., y col., 2004). El proceso de transcripción se inicia copiando el 
extremo 3’ del genoma hasta alcanzar las TRSs localizadas en el extremo 5’ de 
cada gen (TRS-B), que actuarían como señales de parada para la polimerasa 
viral. En este punto, se produce un cambio de molde, con la hibridación de la 
secuencia complementaria a la TRS-B (cTRS‐B) de la cadena negativa naciente 
con la TRS del líder (TRS-L), de modo que se copia la secuencia del líder, 
generándose los sgRNAs de polaridad negativa (Fig. 4). Éstos actúan de molde 
para la síntesis de los sgmRNAs de polaridad positiva (Enjuanes, L., y col., 
2007;Sola, I., y col., 2015). El proceso de cambio de molde está controlado por 
varios factores, como la complementariedad entre la TRS‐L y la cTRS-B o 
interacciones RNA-RNA que permiten la aproximación en el espacio de regiones 
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distales del genoma (Mateos-Gomez, P. A., y col., 2013;Mateos-Gomez, P. A., y 
col., 2011;Sola, I., y col., 2015;Sola, I., y col., 2011). 
  
Figura 4. Modelo de transcripción en CoVs. El RNA genómico codificante de polaridad positiva 
(gRNA) se muestra como una línea azul, en la que se indican la secuencia líder (L, rojo) y las 
TRS del líder (TRS-L) y de los genes (TRS‐B), destacando en cada caso la secuencia central 
conservada (CS‐L y CS-B, en amarillo). El RNA de polaridad negativa se representa como una 
línea gris, donde se indican la secuencia complementaria al líder (cL, naranja oscuro) y la 
secuencia complementaria a la TRS de los genes (cTRS-B), destacándose la secuencia   
complementaria a la CS de los genes (cCS-B). Interacciones RNA-RNA y RNA-proteína 
(representadas por el plegamiento del gRNA, y óvalos grises, respectivamente) controlan el 
cambio de molde (flecha gris). 
 
1.5. Ciclo infectivo 
El ciclo infectivo de los CoVs (Fig. 5) tiene lugar en el citoplasma de la célula 
infectada y comienza con la unión de la proteína S de la superficie del virión al 
receptor celular, lo que desencadena la endocitosis del virus. La naturaleza del 
receptor celular para PEDV es aún asunto de controversia. Se ha propuesto que 
la aminopeptidasa porcina (pAPN) es el receptor celular (Li, B. X., y col., 2007), 
y varios resultados experimentales apoyan esta propuesta (Deng, F., y col., 
2016;Kamau, A. N., y col., 2017;Liu, C., y col., 2015;Oh, J. S., y col., 2003). Sin 
embargo, otros estudios proponen que la pAPN no es el receptor para PEDV, y 
que es la unión a ácidos siálicos lo que facilita la entrada en la célula 
hospedadora (Li, F., 2016;Li, L., y col., 2017;Shirato, K., y col., 2016). In vivo se 
ha descrito que lechones que no expresan la pAPN son susceptibles a la 
infección con PEDV (Andreazza, S., y col., 2019) y por otro lado, lechones 
deficientes en la producción de ácido siálico también son susceptibles a la 
infección por PEDV (Tu, C. F., y col., 2019). 
















Figura 5. Ciclo infectivo de los CoVs. Esquema de la infección por CoVs, tomando como 
modelo el PEDV, en el que se muestran las diferentes fases del ciclo infectivo. Se representan 
las especies de RNA codificantes, de polaridad positiva. An, poliA; DMV, vesícula de doble 
membrana; ER, retículo endoplásmico; ERGIC, compartimento intermedio; GOLGI, aparato de 
Golgi. 
 
Después de la unión al receptor, la membrana viral se fusiona con la 
membrana del endosoma y se produce el desensamblaje del virión y la liberación 
del genoma viral al citoplasma, donde es traducido dando lugar a las 
poliproteínas pp1a y pp1ab (Lai, M. M. C.y Cavanagh, D., 1997;Perlman, S.y 
Netland, J., 2009). Éstas se autoprocesan proteolíticamente, generándose las 
16 nsps que, junto con la proteína N y proteínas celulares, forman el complejo 
de replicación-transcripción (RTC). El RTC se ensambla en vesículas de doble 






























(Knoops, K., y col., 2008). Este complejo lleva a cabo la replicación del genoma 
viral y la transcripción de los sgmRNAs (Enjuanes, L., y col., 2006;Pasternak, A. 
O., y col., 2006;Sawicki, S. G.y Sawicki, D. L., 1990;Sawicki, S. G., y col., 
2007;Smith, E. C., y col., 2014;Sola, I., y col., 2015).A partir de los sgmRNAs se 
traducen las proteínas virales estructurales y accesorias. Las proteínas S, M y E 
se integran en la membrana del ER y se translocan a las cisternas del 
compartimento intermedio (ERGIC) (Stertz, S., y col., 2007;Tooze, J., y col., 
1984). Paralelamente, la proteína N se asocia con los nuevos genomas progenie 
formando las nucleocápsidas helicoidales. Éstas se incorporan en las partículas 
virales a través de la interacción entre la proteína N y el dominio C-terminal de 
la proteína M, que conduce a la invaginación de la membrana del ERGIC 
alrededor de las nucleocápsidas, dando lugar a los virones inmaduros 
(Narayanan, K.y Makino, S., 2001;Sturman, L. S., y col., 1980). Los viriones 
progenie son transportados por las cisternas del aparato de Golgi, 
produciéndose su maduración conforme progresan a través de la ruta secretora 
(Salanueva, I. J., y col., 1999). Finalmente, la progenie viral se libera al medio 
extracelular mediante la fusión con la membrana plasmática de las vesículas que 
contienen los viriones (Tooze, J., y col., 1987). 
 
2. CORONAVIRUS ENTÉRICOS PORCINOS 
2.1. Enfermedades causadas por coronavirus entéricos porcinos 
Actualmente se conocen seis especies de CoVs porcinos, cinco de ellas con 
tropismo entérico (Fig. 6). Estos CoVs porcinos entéricos causan lo que se ha 
denominado SECD (por las siglas en inglés de swine enteric coronavirus 
disease) (Niederwerder, M. C.y Hesse, R. A., 2018;Wang, H., y col., 2019). Los 
CoVs entéricos porcinos infectan principalmente los enterocitos del intestino 
delgado, causando una necrosis aguda que provoca la atrofia de las vellosidades 
intestinales (Chattha, K. S., y col., 2015;Jung, K.y Saif, L. J., 2015;Wang, H., y 
col., 2019;Zuñiga, S., y col., 2016). Esto produce una diarrea severa como 
consecuencia de una mala absorción de nutrientes. A menudo, la diarrea se 
acompaña de vómitos, deshidratación severa y pérdida de apetito, lo que puede 
causar la muerte de los animales infectados. La severidad de la SECD es 
dependiente de la edad de los animales, siendo superior en lechones menores 
de dos semanas con una mortalidad que puede llegar al 95-100%. En animales 
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de más edad y en cerdas gestantes, la infección causa síntomas leves que 
desaparecen en 5-10 días (Jung, K.y Saif, L. J., 2015). Los brotes de SECD 
causan enormes pérdidas económicas a nivel mundial, especialmente en Asia o 
en EE.UU en 2013, dado que, aunque los animales se recuperen de la infección, 
se produce un retraso en su crecimiento (Kim, L., y col., 2000;Lawhorne, L. W., 
1999). Aunque los síntomas clínicos son idénticos independientemente del CoV 
que cause la SECD, los virus son antigénicamente distintos y no existe 
protección cruzada (Gimenez-Lirola, L. G., y col., 2017;Lin, C. M., y col., 2015). 
 
 
Figura 6. CoVs entéricos porcinos. En la figura se representan los CoVs que causan SECD y 
que se describen en los apartados siguientes. αCoV, género Alphacoronavirus; γCoV, género 
Gammacoronavirus. L, líder; An, cola poli-A. Los nombres de las proteínas virales se indican 
encima de las cajas de colores. 
 
2.2. Clasificación y epidemiología 
Los cinco CoVs porcinos entéricos se clasifican en los géneros 
Alphacoronavirus: TGEV, PEDV, coronavirus entérico porcino (SeCoV) y 
coronavirus del síndrome de la diarrea aguda porcina (SADS-CoV) y 
Deltacoronavirus: deltacoronavirus porcino (PDCoV) (Fig.6). El PEDV, objeto de 
esta tesis, se describe en detalle en el apartado 3 de esta sección. 
El TGEV produce una enteritis muy contagiosa en cerdos recién nacidos, con 
índices de mortalidad del 80-100% (Kim, L., y col., 2000). A diferencia del resto 
de los CoVs entéricos porcinos, posee tropismo tanto entérico como respiratorio. 
La infección por este virus se describió por primera vez en EE.UU. (Doyle, L. P.y 
Hutchings, L. M., 1946), y se ha identificado en la mayoría de los países 
europeos, así como América Central y del Sur, Canadá y en diversos países 
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asiáticos (Zhang, X., y col., 2007). Actualmente, la mayor parte del ganado 
porcino europeo o en EE.UU. presenta inmunidad parcial frente al TGEV debido 
a la diseminación de un mutante natural atenuado, el coronavirus respiratorio 
porcino (PRCV), que no produce síntomas clínicos relevantes (Enjuanes, L.y Van 
der Zeijst, B. A. M., 1995;Pensaert, M.y Van Reeth, K., 1998; Wesley, R. D., y 
col., 1991). Sin embargo, la enfermedad continúa causando graves problemas 
económicos para los productores del ganado porcino, particularmente en granjas 
seronegativas de EE.UU., América Central, Rusia y China (OIE;Woods, R. D.y 
Wesley, R. D., 1998). 
La circulación en Europa durante años tanto del TGEV como del PEDV, ha 
favorecido la aparición del SeCoV, que es un recombinante entre ambos, con un 
genoma similar al TGEV expresando la S del PEDV (Fig. 6). Este virus se 
identificó por primera vez en Italia, donde se estima que lleva circulando desde 
2009 (Boniotti, M. B., y col., 2016). Posteriormente, se ha identificado también 
en Alemania y en distintas zonas de Europa central (Akimkin, V., y col., 
2016;Belsham, G. J., y col., 2016;Mandelik, R., y col., 2018). Cabe destacar que 
el SeCoV continúa circulando en Europa, lo que dificulta el diagnóstico de los 
brotes de SECD. Además, siguen ocurriendo eventos de recombinación entre 
los virus circulantes, subrayando el peligro de la ausencia de medidas 
profilácticas adecuadas, como por ejemplo vacunas. Recientemente se ha 
descrito en Italia un recombinante entre PEDV y SeCoV que en 2017 se impuso 
y terminó con la epidemia de PEDV que había comenzado en 2015 (Boniotti, M. 
B., y col., 2018). 
El PDCoV se identificó por primera vez en Hong Kong en 2009 (Woo, P. C., y 
col., 2012), aunque fue con su emergencia en EE.UU. en 2014 cuando se 
empezó a estudiar su relevancia en la SECD (Wang, L., y col., 2014;Zhang, Q.y 
Yoo, D., 2016). Estudios retrospectivos han revelado que probablemente el 
PDCoV circulaba en EE.UU. desde 2010 (Thachil, A., y col., 2015). El virus se 
ha detectado posteriormente en otros lugares de China, en Canadá, Tailandia, 
Corea y Japón (Janetanakit, T., y col., 2016;Lee, J.y Storch, G. A., 
2014;Marthaler, D., y col., 2014;Song, D., y col., 2015b;Suzuki, T., y col., 2017). 
El PDCoV causa una patología menos severa que otros CoVs entéricos 
porcinos, con una tasa de mortalidad de alrededor del 40% establecida en 
condiciones experimentales, dado que en el campo frecuentemente se producen 
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co-infecciones de PDCoV y PEDV (Niederwerder, M. C.y Hesse, R. A., 
2018;Wang, Q., y col., 2019). Actualmente existe preocupación por el potencial 
zoonótico del PDCoV, dado que el virus se une no solo a la pAPN que es el 
receptor natural, sino también a la APN humana, felina y aviar (Li, W., y col., 
2018), y tanto las especies bovina como aviar son susceptibles al PDCoV en 
infecciones experimentales (Jung, K.y Saif, L. J., 2017;Shi, P., y col., 2019). 
Por último, recientemente se ha identificado el SADS-CoV en China, causante 
de brotes graves en varias granjas, con una tasa de mortalidad de hasta el 95% 
(Fu, X., y col., 2018;Gong, L., y col., 2017;Pan, Y., y col., 2017;Zhou, P., y col., 
2018). Se ha descrito que los murciélagos son el reservorio natural del SADS-
CoV, y que brotes en granjas han ocurrido por eventos independientes de 
transmisión del virus desde murciélago a cerdo (Zhou, P., y col., 2018). 
Recientemente, un estudio retrospectivo determinó que el SADS-CoV circula en 
las granjas de cerdos en China desde agosto de 2016 (Zhou, Y., y col., 2019). 
 
3. PEDV  
3.1. Evolución y clasificación 
El virus PEDV, modelo de estudio de esta tesis, pertenece al género 
Alphacoronavirus, subgénero Pedacovirus y produce una enteritis muy 
contagiosa en cerdos recién nacidos, con índices de mortalidad cercanos al 
100% (Jung, K.y Saif, L. J., 2015). La enfermedad fue descrita por primera vez 
en 1971 en Reino Unido (Wood, E. N., 1977) y el agente etiológico causante de 
la misma fue identificado en Bélgica como un nuevo coronavirus, designado 
como PEDV (Pensaert, M. B.y De Bouck, P., 1978). Posteriormente, el virus se 
extendió por la mayoría de países europeos y Asia (Liu, Y. V., y col., 2011). En 
2010, emergieron en Asia nuevas cepas virulentas (Ayudhya, S. N., y col., 2012), 
que se extendieron a los Estados Unidos en 2013, donde hasta ese momento 
nunca había circulado el PEDV (Niederwerder, M. C.y Hesse, R. A., 2018;Scott, 
A., y col., 2016). En ausencia de pre-inmunidad, el virus se extendió 
rápidamente, afectando a todos los estados productores de ganado porcino, y 
causando graves pérdidas económicas (Schulz, L. L.y Tonsor, G. T., 2015). 
Posteriormente, el virus se extendió a Canadá, México y otros países del 
continente americano (Wang, L., y col., 2014). 
Introducción 
 30 
Las cepas clásicas de PEDV se han clasificado en el genogrupo G1, mientras 
que las nuevas cepas virulentas se clasifican en el genogrupo G2 (Wang, X., y 
col., 2016). Dentro del G2, se observó la aparición de cepas de virulencia 
moderada, que contenían pequeñas deleciones e inserciones en el gen de la S 
(S-INDEL) (Vlasova, A. N., y col., 2014). Más tarde, este tipo de cepas de PEDV 
fueron también detectadas en Alemania, Francia, Bélgica, Italia, Austria y 
España (Choudhury, B., y col., 2016;Gallien, S., y col., 2018;Pensaert, M. B.y 
Martelli, P., 2016;Stadler, J., y col., 2015). Solo en Ucrania se han detectado 
cepas virulentas no S-INDEL, similares a las virulentas del origen epidémico en 
EE.UU. y  que circulan en Asia (Dastjerdi, A., y col., 2015). Cabe destacar que 
las nuevas cepas virulentas PEDV han emergido en zonas donde se han usado 
las vacunas existentes contra PEDV. Esto indica que las vacunas no son 
efectivas y es necesario el desarrollo de nuevas vacunas efectivas y bioseguras. 
 
3.2. Respuesta inmune y protección frente a PEDV 
Al igual que el resto de CoVs entéricos porcinos, el PEDV infecta 
fundamentalmente las células del epitelio intestinal. Éstas son el principal 
componente de la barrera del epitelio intestinal, que separa el sistema inmune 
en mucosas de la microbiota del lumen del intestino (Zhang, Q.y Yoo, D., 2016). 
Esta barrera también está compuesta por células de Paneth y células 
caliciformes que secretan moco y proteínas antimicrobianas. Se ha descrito que 
la infección por PEDV reduce el número de células caliciformes, lo cual 
probablemente disminuye la capa de moco, contribuyendo a la alteración de la 
barrera intestinal (Curry, S. M., y col., 2018;Jung, K.y Saif, L. J., 2017). El entorno 
inmunitario en el intestino es complejo, con la presencia de linfocitos 
intraepiteliales y de linfocitos B, T, células dendríticas (DCs) y macrófagos en la 
lámina propia. Además, en cerdo, el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) 
es crucial para la inmunidad local en el intestino y para la inducción de 
respuestas inmunes sistémicas (Chattha, K. S., y col., 2015). La infección con 
PEDV, y otros CoVs entéricos, induce IgA e IgG plasmablastos en el GALT. Los 
plasmablastos IgA se movilizan a la lámina propia y a la glándula mamaria, 
donde maduran para convertirse en células secretoras de IgAs (ASCs). Este 
fenómeno se conoce como el eje intestino-glándula mamaria y es fundamental 
para comprender la inmunidad frente a PEDV (Chattha, K. S., y col., 
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2015;Langel, S. N., y col., 2016). Las IgAs secretadas (sIgAs) específicas para 
PEDV y neutralizantes son transmitidas en el calostro y la leche de las madres, 
induciendo inmunidad lactogénica en los lechones recién nacidos (Langel, S. N., 
y col., 2016;Song, Q., y col., 2016). Por este motivo, se ha demostrado que la 
inmunización por vía oral es más efectiva para la protección frente a PEDV, 
induciendo una inmunidad tanto lactogénica como sistémica más duradera 
(Chattha, K. S., y col., 2015;Langel, S. N., y col., 2016). 
La respuesta inmune innata es fundamental para contrarrestar las infecciones 
virales. En el caso del intestino, el IFN de tipo III es uno de los principales 
mediadores de la inmunidad innata (Pott, J., y col., 2011;Zhang, Q.y Yoo, D., 
2016). Se conoce poco del papel de la inmunidad innata en la patogénesis de 
PEDV. Al igual que otros CoVs virulentos, el PEDV inhibe la producción de IFN 
en cultivos celulares (Cao, L., y col., 2015a;Zhang, Q., y col., 2016). Por otro 
lado, la infección con PEDV activa la producción de IFN tipo I por DCs, lo que 
correlaciona con la inducción de IFN que se observa in vivo (Annamalai, T., y 
col., 2015;Wang, X., y col., 2017). PEDV induce la activación de la ruta NF-B 
(Cao, L., y col., 2015a;Guo, X., y col., 2016). De hecho, se ha descrito que, en 
cultivos celulares, las cepas virulentas de PEDV inducen un aumento en la 
activación de NF-B y la producción de citoquinas pro-inflamatorias en 
comparación con una cepa atenuada vacunal (Guo, X., y col., 2016). Varias 
proteínas virales se han relacionado con la modulación de estas respuestas: la 
proteína nsp1 (Zhang, Q., y col., 2018;Zhang, Q., y col., 2017;Zhang, Q.y Yoo, 
D., 2016), la proteína nsp15 con actividad EndoU (Deng, X., y col., 2019), la 
proteína nsp16 (Shi, P., y col., 2019) y la proteína N (Ding, Z., y col., 2014;Shan, 
Y., y col., 2018). 
 
3.3. Vacunas frente a PEDV 
Debido a la amplia expansión de PEDV en el continente europeo y asiático se 
desarrollaron diferentes tipos de vacunas. En Asia se han usado extensivamente 
tanto vacunas inactivadas como atenuadas, que no han impedido la aparición de 
las cepas virulentas que circulan actualmente. En EE.UU. se licenciaron 
condicionalmente dos vacunas, aunque aún se está estudiando su eficacia. La 
primera fue desarrollada por Harris Vaccines Inc. y está basada en la expresión 
de la proteína S de PEDV usando un replicon de la encefalitis equina venezolana 
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(VEEV) (Crawford, K., y col., 2016). La segunda fue desarrollada por Zoetis, 
como una vacuna inactivada de una cepa virulenta de PEDV (Opriessnig, T., y 
col., 2017a). Para que una vacuna sea efectiva frente a la infección por PEDV, 
es necesario que induzca inmunidad en mucosas y la producción de anticuerpos 
neutralizantes, especialmente IgAs (Oszvald, M., y col., 2007). A continuación se 
revisan los diferentes tipos de vacunas que se están desarrollando frente a 
PEDV. 
 
3.1.1. Vacunas de subunidades 
Las vacunas de subunidades consisten en la formulación de antígenos virales 
para estimular la respuesta inmune. La ventaja de este tipo de vacunas es su 
especificidad, estabilidad, bioseguridad y su bajo coste (Oh, T., y col., 2019;Yu, 
Q., y col., 2017). Sin embargo, las respuestas inmunes que inducen son de corta 
duración. Se han descrito varias vacunas de subunidades para PEDV basadas 
en la expresión de la proteína S o de dominios de la misma, como el reconocido 
por los anticuerpos neutralizantes (Li, Q., y col., 2018), o el dominio S1. Éstos se 
han expresado en E. coli (Kim, S. H., y col., 2018), con baculovirus (Chang, Y. 
C., y col., 2018), o en células de mamífero (Subramaniam, S., y col., 2018). Las 
vacunas se han formulado con los antígenos sin purificar o purificados 
(Makadiya, N., y col., 2016;Oh, J., y col., 2014;Wang, X., y col., 2016;Zhang, N., 
y col., 2016). Para que se induzcan anticuerpos neutralizantes se necesitan, por 
lo general, entre 2 y 3 dosis de recuerdo. Además, la respuesta inmune inducida 
no es protectora, dado que la infección por PEDV tras el desafío sigue causando 
daño entérico. 
 
3.1.2. Vacunas inactivadas 
Las vacunas inactivadas consisten en el uso como antígeno del virus completo 
no infectivo. La infectividad se elimina mediante tratamientos químicos o cambios 
de temperatura. Al igual que las vacunas de subunidades, se formulan con 
adyuvantes y se administran por vía intramuscular, y son fáciles y rápidas de 
desarrollar (Baek, P. S., y col., 2016;Vanhee, M., y col., 2009). A diferencia de 
las vacunas de subunidades, se utiliza el virus completo como antígeno, por lo 
que la respuesta inmune inducida suele ser más fuerte. En el caso del PEDV, se 
han descrito vacunas basadas en la inactivación tanto de virus PEDV virulentos 
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como atenuados. Así, se han utilizado una cepa coreana atenuada por pases en 
cultivo (QIAP1401-70) (Lee, S. H., y col., 2018), una cepa americana que 
produce síntomas moderados (NPL PEDV 2013 P1Q1) (Collin, E. A., y col., 
2015), la cepa coreana virulenta KNU-141112/2014 (Baek, P. S., y col., 2016), u 
otras cepas virulentas del genogrupo 2b (Gillespie, T., y col., 2018;Li, B., y col., 
2017;Opriessnig, T., y col., 2017a). Las vacunas inactivadas tampoco establecen 
una protección eficaz o duradera. Estimulan la respuesta inmune dado que 
producen IgAs e IgGs, pero no establecen memoria inmunitaria (Crawford, K., y 
col., 2016;Sato, T., y col., 2011). Se ha propuesto que tanto las vacunas de 
subunidades como inactivadas podrían ser útiles en la protección en cerdas 
gestantes antes del parto (Paudel, S., y col., 2014). 
 
3.1.3. Vacunas vivas  
Al igual que la infección natural, inducen inmunidad en la mucosa intestinal, 
en respuesta a la replicación viral que se produce en el tejido, dando lugar a 
inmunidad lactogénica y una respuesta protectora duradera. El problema de este 
tipo de vacunas es la dispersión del virus vacunal, lo puede llevar a reversión al 
fenotipo virulento. Además, algunas inducen una respuesta inmune y protección 
ineficientes frente a la infección por PEDV, lo que puede producir persistencia 
del virus en las granjas (Crawford, K., y col., 2016). 
Entre las estrategias de vacunación con el virus vivo, se encuentra la 
denominada feedback, consistente en utilizar machacado de tejido intestinal de 
animales infectados por PEDV y muertos. Este material, que contiene altos 
títulos del virus PEDV, es administrado vía oral a cerdas gestantes para su 
inmunización (Song, D., y col., 2015a). Debido a la rápida expansión del PEDV 
en EE.UU., se aconsejó esta estrategia de vacunación. Aparte de los riesgos de 
co-infecciones con virus como el del síndrome reproductivo y respiratorio porcino 
(PRRSV) o Salmonella, (Ha, Y., y col., 2010;Yang, J. S., y col., 2003). Esta 
estrategia induce bajos niveles de inmunidad lactogénica, siendo menos efectiva 
para la eliminación de PEDV de una granja (Ayudhya, S. N., y col., 2012;Chattha, 
K. S., y col., 2015). De hecho, frecuentemente se reproducen brotes en granjas 
afectadas, causado por la misma cepa de PEDV (Langel, S. N., y col., 2016). 
Se han desarrollado varias vacunas vivas atenuadas (MLVs) obtenidas 
mediante pases seriados en cultivos celulares, como gran parte de las vacunas 
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utilizadas en Asia, atenuando cepas de PEDV como CV777 (Sun, D., y col., 
2016), DR13 (Park, S. J., y col., 2012) o 83P-5 (Sato, T., y col., 2011). En muchos 
casos, la replicación en el intestino se reduce drásticamente debido a la 
adaptación al crecimiento en cultivos celulares. Además, en Asia se identificaron 
cepas virulentas derivadas de las atenuadas (Li, R., y col., 2016). Recientemente 
se han descrito varias vacunas atenuadas basadas en cepas epidémicas de 
PEDV, como las cepas asiáticas QIAP401 (Yang, D. K., y col., 2018), KNN-
141112 (Lee, S., y col., 2017), P-5V (Sato, T., y col., 2018), Zheijiang 08 (Li, Y., 
y col., 2017) o Piting 52 (Chang, Y. C., y col., 2017), o las cepas americanas 13-
019349 (Goede, D., y col., 2015) o PC22A (Lin, C. M., y col., 2017). En todos los 
casos, las vacunas se han obtenido pasando los virus en cultivo 70-120 veces. 
Éstos inducen anticuerpos neutralizantes, pero no protegen frente a la infección 
después de un desafío con una cepa virulenta (Lin, C. M., y col., 2019). Además, 
la reversión a la virulencia se produce después de pocos pases in vivo. 
Una estrategia que combina las ventajas de vacunas de subunidades con las 
MLVs es el uso de vectores virales que expresan la proteína S o dominios de la 
misma. Como vectores virales se han usado parapoxvirus (Hain, K. S., y col., 
2016), swinepox (Yuan, X., y col., 2017) o VSV (Ke, Y., y col., 2019). Éstas 
inducen protección parcial frente al desafío. Aquí se encuadran los replicones de 
RNA, deficientes en propagación, de mayor seguridad (Kim, H., y col., 2016). 
El mayor progreso en el desarrollo de MLVs bioseguras se basa en su 
obtención mediante ingeniería genética. Para ello se necesitan sistemas de 
genética reversa, e identificación de genes de virulencia con el fin de diseñar e 
introducir mutaciones atenuantes (Hou, Y., y col., 2019) como el caso de la cepa 
virulenta americana PC22A atenuada mediante mutaciones en la señal de 
endocitosis de la proteína S y eliminación de actividad 2'-OMTasa de la nsp16 
(Hou, Y., y col., 2019). Este tipo de vacunas bioseguras, obtenidas por genética 
reversa, son el principal objetivo del trabajo presentado en esta tesis. 
 
4. SESGO EN LOS PARES DE CODONES Y ATENUACIÓN VIRAL 
El código genético está degenerado, dado que varios codones codifican para 
un mismo aminoácido (codones sinónimos). Sin embargo, el uso de un codón 
sinónimo u otro tiene cierta preferencia en cualquier organismo. Esto lleva al 
sesgo en el uso de codones, que se refiere a la frecuencia con la que cada codón 
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sinónimo se encuentra en el DNA codificante. El sesgo es específico de especie 
debido, entre otros factores, a la abundancia relativa de cada tRNA y a la tasa 
no uniforme de lectura por el ribosoma (Hanson, G.y Coller, J., 2018). Existe 
además un sesgo en los pares de codones (CPB, por las siglas de codon pair 
bias) que se refiere a la frecuencia con que dos codones aparecen juntos en una 
secuencia codificante (Gutman, G. A.y Hatfield, G. W., 1989;Kunec, D.y 
Osterrieder, N., 2016). Se ha descrito que cambios en el CPB de un gen viral, 
mediante mutaciones silenciosas cambiando codones por otros sinónimos que 
ya estén presentes en la secuencia y alterando únicamente el orden en que éstos 
aparecen, conduce a la atenuación viral (Wimmer, E.y Paul, A. V., 2011). Esta 
estrategia se utilizó en la atenuación de poliovirus (Coleman, J. R., y col., 2008b) 
y, posteriormente, se ha usado para atenuar el virus respiratorio sincitial (RSV) 
(Le Nouen, C., y col., 2014), el virus de la gripe (IAV) (Le Nouen, C., y col., 
2019;Mueller, S., y col., 2010a), el PRRSV (Gao, L., y col., 2015;Ni, Y. Y., y col., 
2014), dengue (Shen, S. H., y col., 2015;Stauft, C. B., y col., 2018), el virus de la 
estomatitis vesicular (VSV) (Wang, B., y col., 2015), herpesvirus (Conrad, S. J., 
y col., 2018;Eschke, K., y col., 2018) o el Zika (ZIKV) (Li, P., y col., 2018). De 
hecho, el cambio en el CPB se ha propuesto como una estrategia general para 
desarrollar vacunas más seguras (Evenson, D., y col., 2016;Kaplan, B. S., y col., 
2018;Wimmer, E.y Paul, A. V., 2011). Aunque se desconocen los mecanismos 
exactos de la atenuación viral al cambiar el CPB, se ha propuesto que se debe 
a cambios en la velocidad de traducción, a una disminución en la eficiencia de 
replicación del virus o a cambios en la frecuencia de los dinucleótidos CpG o 
UpA, que pueden afectar a la inducción de la respuesta inmune innata o a la 
estabilidad del mRNA, respectivamente (Kunec, D.y Osterrieder, N., 
2016;Simmonds, P., y col., 2015). Las ventajas del cambio en el CPB como 
estrategia de atenuación se basan en: (1) en el ajuste fino que supone no 
cambiar la secuencia de la proteína, sino alterar el orden en el que aparecen los 
codones, generando cambios silenciosos; (2) que permite introducir un mayor 
número de mutaciones silenciosas en la secuencia, lo que da una mayor 
seguridad ante una posible reversión al fenotipo virulento; (3) que la ausencia de 
cambios en las proteínas lleva a la misma inducción de la respuesta inmune; y 
(4) que se puede combinar esta estrategia con otras adicionales no tan seguras, 































Los CoVs entéricos porcinos son patógenos emergentes que causan un gran 
número de brotes por todo el mundo y, en consecuencia, grandes pérdidas 
económicas. Las vacunas vivas atenuadas son las más eficaces para proteger 
frente a estos virus. El trabajo de esta tesis se ha centrado en uno de estos CoVs 
porcinos, el PEDV. Actualmente no existen vacunas efectivas para las nuevas 
cepas epidémicas virulentas de PEDV. Ello se debe, en parte, a que se 
desconocen las bases moleculares de la virulencia de PEDV. En este sentido, el 
objetivo principal de esta tesis es el desarrollo de un candidato a vacuna viva 
atenuada que estimule la respuesta inmune del hospedador y proteja frente a la 
infección por PEDV. Para ello, se propusieron los siguientes objetivos 
específicos: 
 
1. Generación de un candidato a vacuna para PEDV basado en un virus 
quimérico atenuado TGEV-PEDV 
 
2. Obtención de un clon infectivo para una cepa epidémica virulenta de PEDV 
 
3. Generación de virus sintéticos con modificaciones en el sesgo en los pares 
de codones (CPB) del gen de la proteína N y caracterización de su 
virulencia 
 
4. Diseño y obtención de posibles candidatos a vacuna que contengan 
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1. MANEJO DE CÉLULAS 
1.1. Líneas celulares 
La línea celular Vero originada a partir de riñón de mono (Cercopithecus 
aethiops) fue cedida al laboratorio por el Dr. Zoltan Penzes (Ceva Santé Animale, 
S.A.). La línea celular epitelial ST (McClurkin, A. W.y Norman, J. O., 1966), 
derivada de testículo embrionario de cerdo, fue cedida al laboratorio por el Dr. L. 
Kemeney (National Animal Disease Center, Ames, Iowa, EE.UU.). Las líneas 
celulares epiteliales BHK-21, derivada de riñón de hámster (Mesucricetus 
auratus), y BHK-pAPN (Delmas, B., y col., 1992), derivada de la anterior y 
transformada establemente con el gen que codifica la aminopeptidasa N porcina 
(pAPN), fueron cedidas al laboratorio por el Dr. H. Laude (Unité de Virologie 
Immunologie Moléculaires, Jouy-en‐Josas, Francia). 
 
1.2. Cultivo de líneas celulares eucariotas 
Las líneas celulares Vero, ST, BHK y BHK-pAPN fueron crecidas a 37ºC en 
una atmósfera de CO2 al 5% con una humedad del 97%, en medio Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco) suplementado con 100 UI/ml de 
gentamicina (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), aminoácidos 
no esenciales al 1% (Sigma-Aldrich) y suero fetal bovino (FBS) 
descomplementado al 10%. En el caso de las células BHK-pAPN, cada cuatro 
pases, se añadió geneticina (G418) (Sigma-Aldrich) a una concentración final de 
1.5 mg/ml en el medio de cultivo. Todas las líneas celulares fueron almacenadas 
mediante congelación en nitrógeno líquido a una densidad de 1x106 células/ml 
en dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) al 10% en FBS. 
 
2. VIRUS 
2.1. Aislados virales 
Los virus recombinantes rescatados a partir de la transfección del clon 
infectivo del PEDV (rPEDV) presentan el fondo genético del aislado del PEDV 
USA/Iowa/18984/2013 (GenBank KF804028) (Hoang, H., y col., 2013). Los virus 
recombinantes rescatados a partir de la transfección del clon infectivo del TGEV 
(rTGEV) presentan el fondo genético del TGEV PUR46-MAD con la excepción 
del gen S, derivado del aislado C11 (Almazan, F., y col., 2000). El aislado PEDV-
NVSL, usado como control positivo, es la cepa de PEDV 13-019349 (GenBank 
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KF267450) procedente de National Veterinary Services Laboratory (NVSL, 
USDA, EE.UU.) y que fue cedida por el Dr. Wei Lu (Ceva Animal Health, EE.UU.). 
 
2.2. Crecimiento y titulación de virus en cultivos celulares 
Los virus TGEV se crecieron y titularon en células ST siguiendo protocolos 
descritos previamente (Correa, I., y col., 1988). Los virus recombinantes rTGEVs 
expresando la S del PEDV y rPEDVs se crecieron en células Vero siguiendo 
protocolos estándar. Brevemente, las células Vero se crecieron hasta un 100% 
de confluencia. Cada placa a infectar se lavó con tampón fosfato salino (PBS) 
(NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM) y, 
posteriormente, con medio de infección [DMEM suplementado con 0.3% medio 
triptosa fosfato (Sigma), 0.02% extracto de levadura (Sigma), 2 mM L-glutamina 
(Sigma-Aldrich) y 100 UI/ml gentamicina (Sigma-Aldrich)]. La infección con los 
virus se realizó en medio de infección con 5 µg/ml de tripsina. Diariamente se 
añadió un 80% de tripsina al medio. Para la generación de lotes de virus, 
monocapas de células Vero se crecieron hasta el 100% de confluencia y se 
infectaron a una multiplicidad de infección (moi) de 0.1 TCID50/célula. El 
sobrenadante de esta infección se recogió entre 24 y 30 horas después de la 
infección (hpi) y se almacenó a -80°C hasta su utilización. 
Los virus se titularon mediante dilución límite (Hofmann, M.y Wyler, R., 1988). 
Las células Vero fueron crecidas en placas de 96 pocillos hasta el 100% de 
confluencia. Se infectaron con diluciones de orden 10 de los virus, siguiendo el 
protocolo de infección anteriormente descrito. A las 72 hpi, la placa se fijó con 
formaldehído al 10% en PBS durante 20 minutos y después se tiñó con cristal 
violeta (0.1 % de cristal violeta, 20% metanol en agua) durante 30 minutos. El 
título (TCID50/ml) se calculó teniendo en cuenta la dilución en la que se obtuvo 
un 50% de efecto citopático. 
 
2.3. Purificación parcial de los virus TGEV y PEDV 
Los sobrenadantes de células Vero infectadas con el PEDV y de las células 
ST infectadas con TGEV se recogieron al alcanzar un efecto citopático del 80%, 
y se clarificaron por centrifugación a 6000 xg durante 20 min a 4°C. Para la 
purificación, el sobrenadante clarificado se sedimentó por ultracentrifugación a 
112000 xg durante 2 h a 4°C a través de un colchón de sacarosa al 20% en 
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tampón TEN (10 mM Tris-HCl pH7.4, 1 mM EDTA, 1 M NaCl) suplementado con 
Tween al 0.2%. El sedimento que contenía los virones se resuspendió en tampón 
TNE (10 mM Tris-HCl pH7.4, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) suplementado con 
Tween al 0.2%. y se sedimentó por ultracentrifugación a 112000 xg durante 1 h 
a 4°C. Este sedimento final se resuspendió por incubación en TNE durante 16 h 
a 4°C. La solución que contenía los viriones purificados se inactivó mediante luz 
ultravioleta (UV). La concentración de proteína se determinó utilizando el reactivo 
BCATM Protein Assay Kit (Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 
virus parcialmente purificados se almacenaron a -80°C hasta su uso. 
 
3. BACTERIAS 
3.1. Cepas y cultivos de bacterias 
La cepa DH10B de Escherichia coli (Gibco), cuyo genotipo es F-mcrA ∆(mrr-
hsdRMS-mcrBC) Ø80dlacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 endA1 araD139 ∆(ara, 
leu)7697 galU galK l‐rpsL nupG, se utilizó rutinariamente para la clonación y 
amplificación de plásmidos. 
Los cultivos bacterianos se realizaron en medio líquido Luria-Bertani (LB) 
(Sambrook, J.y Russell, D. W., 2001) a 30°C o a 37°C, según se indique. El 
medio sólido se preparó añadiendo al LB agar a una concentración de 15 g/l y 
se utilizó para el aislamiento de colonias bacterianas. El medio se suplementó 
con los antibióticos adecuados [150 µg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich), 12.5 
µg/ml de cloranfenicol o 100 µg/ml de kanamicina (Sigma-Aldrich)] cuando fue 
necesario. 
 
3.2. Preparación de bacterias competentes 
Las bacterias DH10B competentes para electroporación se prepararon 
partiendo de una colonia única crecida en medio sólido, la cual se inoculó en dos 
litros de medio Super Optimal Broth (SOB) [20 g/l triptona (Becton, Dickinson and 
Company), 5 g/l extracto de levadura  (Becton, Dickinson and Company), 0.5 g/l 
NaCl (Sigma-Aldrich), 0.18 g/l KCl (Sigma-Aldrich)] y se creció a 37°C hasta 
alcanzar una absorbancia a una longitud de onda de 550 nm (A550) de 0.7. A 
continuación, el cultivo se enfrió a 4°C durante 20 min, las bacterias se 
sedimentaron por centrifugación a 4000 xg durante 15 min, y se lavaron tres 
veces con una solución de glicerol al 10% a 4°C, utilizando un volumen 
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equivalente al del cultivo inicial en el primer lavado, que se fue reduciendo a la 
mitad en los sucesivos lavados (2 l, 1 l, 0.5 l, y 0.25 l, respectivamente). En cada 
lavado, las bacterias se resuspendieron a 4°C y se sedimentaron a 4000 xg 
durante 15 min. El sedimento final se resuspendió en 6 ml de glicerol al 10% a 
4°C y se repartió en alícuotas que se congelaron a -80°C hasta su utilización. 
 
3.3. Transformación de bacterias mediante electroporación 
Las bacterias DH10B competentes se transformaron mediante 
electroporación con el DNA de interés libre de sales. Para ello, cuando fue 
necesario, el DNA se dializó con membranas hidrófilas de ésteres de celulosa 
de un tamaño de poro de 0.025 µm (Millipore). El DNA dializado se mezcló con 
50 μl de bacterias competentes. La mezcla DNA-bacterias competentes se 
transfirió a una cubeta de electroporación de 0.2 cm (Bio-Rad) donde se aplicó 
un pulso eléctrico de 25 µF, 2.5 KV y 200 Ω utilizando un electroporador 
GenePulser (Bio-Rad). Inmediatamente, las bacterias se resuspendieron en 1 ml 
de medio LB, se incubaron a 37°C con agitación durante 45 min y se sembraron 
por extensión en superficie sobre placas de medio LB-agar con el antibiótico de 
selección adecuado. 
 
4. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL DNA 
4.1. Plásmidos 
Los plásmidos pBlueScript  II  SK(-) (Stratagene), pMA-T (GeneArt),  pET-28b 
(+) (BioBasic) y pUC57 (BioBasic) de alto número de copia, se utilizaron para la 
clonación y modificación de cDNAs virales de hasta 9 Kb. 
El plásmido pBeloBAC11 (pBAC) (Wang, K., y col., 1997), de 5 Kbp, contiene 
el origen de replicación del factor F de E. coli (oriS), el gen de resistencia a 
cloranfenicol (cat) y los genes necesarios para mantener una copia única del 
plásmido por célula (parA, parB, parC y repE). Este vector fue utilizado para la 
clonación y modificación de cDNAs virales de gran tamaño o que contuviesen 
secuencias tóxicas para su crecimiento en bacterias según lo descrito 
anteriormente (Almazan, F., y col., 2000;Gonzalez, J. M., y col., 2002). 
 
4.2. Manipulación y purificación de plásmidos 
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Para la purificación de plásmidos de alto número de copia a partir de cultivos 
de bacterias a pequeña o mediana escala se utilizaron los reactivos Plasmid Mini 
Kit o Plasmid Midi Kit (QIAGEN), respectivamente, siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Para la purificación a gran escala de plásmidos de bajo número 
de copia (pBACs) se empleó el reactivo Large Construct Kit (QIAGEN). En este 
caso se partió de 500 ml del cultivo bacteriano crecido a 30°C en medio LB 
suplementado con 12.5 µg/ml de cloranfenicol (Sigma-Aldrich) durante 18 h 
aproximadamente, partiendo de un preinóculo de 10 ml de cultivo. 
 
4.3. Enzimas de restricción y modificación de DNA 
Las enzimas de restricción y modificación de DNA (DNA ligasa del fago T4) 
se adquirieron de Roche o New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de gamba 
se adquirió de Thermo Fisher Scientific Los tratamientos enzimáticos de 
restricción, desfosforilación o ligación de DNA se realizaron siguiendo protocolos 
estándar (Sambrook, J.y Russell, D. W., 2001) y las indicaciones de los 
proveedores. Todas las construcciones generadas se confirmaron mediante 
secuenciación en la empresa Macrogen (Seúl, Korea). 
 
4.4. Amplificación del DNA mediante PCR 
Las reacciones de PCR con fines analíticos se realizaron utilizando la enzima 
AmpliTaq DNA polymerase (Applied Biosystems). En el caso de las reacciones 
de PCR con fines preparativos se empleó la enzima Vent polymerase (New 
England Biolabs) que posee actividad exonucleasa 3’‐5’ correctora de errores y, 
por lo tanto, mayor fidelidad. Las reacciones de amplificación se realizaron en un 
termociclador SimpliAMPTM (Applied Biosystems), en un volumen final de 
reacción de 50 μl, utilizando 1 U de AmpliTaq DNA polymerase o 2.5 U de Vent 
polymerase, 10 pmoles de los oligonucleótidos correspondientes, una mezcla de 
desoxinucleótidos trifosfato (Life Technologies) a una concentración final de 0.25 
mM, 1.25 ó 2 mM de MgCl2 para las enzimas AmpliTaq DNA polymerase o Vent 
polymerase, respectivamente, y entre 25 y 50 ng de DNA molde por reacción. 
Las condiciones de reacción se ajustaron en función de la temperatura de 
hibridación de los oligonucleótidos (Tm) y la longitud del fragmento a amplificar, 
de la siguiente forma: (a) 94°C, 5 min; (b) 25-32 ciclos de 94°C, 1 min; (Tm-10ºC), 
1 min; 72°C, 1 min/Kb; (c) 72°C, 10 min. 
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4.5. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
La separación de fragmentos de DNA para estudios analíticos y su purificación 
se realizó en geles de agarosa D-1 Bajo EEO (Pronadisa) al 0.7-1.2% en TAE 
(40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA) con SYBR® Safe DNA gel stain 1x 
(Invitrogen). 
 
5. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS 
5.1. Construcción de plásmidos para la introducción del gen de la S de 
PEDV en el clon infectivo de TGEV 
El plásmido pET28(+)-F3, que contenía los nucleótidos 16886 a 24745 de la 
cepa virulenta de PEDV USA/Iowa/18984/2013 (GeneBank KF804028), fue 
obtenido de BioBasic (Canadá). El plásmido pGEM-T-TGEV-SC11, que contenía 
los nucleótidos 20287 a 24811 del TGEV-SC11 (GenBank AJ271965) y los sitios 
de restricción PacI y MluI (Ortego, J., y col., 2003) se utilizó como plásmido 
intermedio. La secuencia que codifica el ectodominio de la S del PEDV se 
amplificó utilizando el plásmido pET28(+)-F3 como molde y los oligonucleótidos 
Pac-S-VS (5’-GGATTAATTAAGAAGGGTAAGTTGCTCATTAGAAATAATGGTA 
AGTTACTAAACTTTGGTAACCACTTCGTTAACACACCATGAAGTCTTTAACC
TAC-3’, PacI en cursiva) y PEDV-S-3952-RS (5’- CCACACATACCAAGGCCAC 
TTGATGTATGTCTC-3’). Por otro lado, la secuencia que codifica el dominio 
transmembrana y el endodominio de la S del TGEV se amplificó utilizando como 
molde el plásmido pGEM-T-TGEV-SC11 y los oligonucleótidos TGEV-S-4165-VS 
(5’- GAGACATACATCAAGTGGCCTTGGTATGTGTGG-3’,) y TGEV-S-4439-RS 
(5’- TCCAACGCGTAAGTTTAG-3’, MluI en cursiva). En todos los casos, las 
secuencias subrayadas corresponden al PEDV. Los productos obtenidos, de 
4073 y 308 bp respectivamente, se usaron como moldes de la PCR solapante 
utilizando los oligonucleótidos Pac-S-VS y TGEV-S-4439-RS. El producto de 
PCR obtenido, de 4348 bp, se digirió con las enzimas de restricción PacI y MluI 
y se clonó en los mismos sitios del plásmido pGEM-T-TGEV-SC11, dando como 
resultado el plásmido pGEM-TGEV-SPEDV. Este plásmido fue digerido con PacI 
y MluI y el fragmento que contenía el gen S quimérico fue introducido en los 
mismos sitios de los plásmidos pBAC-TGEV-SC11-P-M o pBAC-TGEV-SC11-RS 
(Ortego, J., y col., 2003). Todos los pasos de clonaje se confirmaron mediante 
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secuenciación de los fragmentos de PCR y de las uniones en los sitios de 
restricción. 
 
5.2. Construcción de plásmidos para el ensamblaje del clon infectivo del 
PEDV 
La secuencia del genoma del PEDV USA/Iowa/18984/2013 (GenBank 
KF804028), se dividió en 6 fragmentos que se sintetizaron químicamente y se 
obtuvieron de BioBasic (Canadá) (Tabla 1). Debido a problemas de toxicidad, el 
fragmento completo F5 obtenido a partir de los fragmentos F5A y F5B, y el 
fragmento F6, se clonaron en un pBAC, generándose los plásmidos pBAC-F5 y 
pBAC-F6, respectivamente. Las secuencias sintetizadas contenían además dos 
mutaciones silenciosas: C9503>T, para eliminar un sitio AvrII en el fragmento 
F5; y T24745>C, para crear el sitio de restricción SanDI entre los fragmentos F3 
y F1. Para la obtención del pBAC-PEDVFL (36293 bp) se realizó un ensamblaje 
secuencial de los fragmentos utilizando como procedencia de los elementos 
reguladores, tales como el promotor de citomegalovirus (CMV) o las señales de 
terminación, el plásmido pBAC-MERSFL {Almazan, 2013 #11971}. 
 
Tabla 1. Plásmidos utilizados para el ensamblaje del cDNA infectivo de PEDV. 
 
  SITIOS RESTRICCIÓN 
PLÁSMIDO SECUENCIA PEDV (a) 5’ 3’ 
pUC57-F1 24745 - 28038 SanDI RsrII 
pUC57-F2 1 - 2807 AscI MluI 
pET-28b(+)-F3 16886 - 24745 AvrII SanDI 
pET-28b(+)-F4 13013 - 16886 PacI AvrII 
pUC57-F5A 6809 - 8913 MluI NcoI 
pUC57-F5B 8913 - 13013 NcoI PacI 
pUC57-F6 2807 - 6809 MluI MluI 
 
(a) Los números indican las posiciones en la secuencia del PEDV USA/Iowa/18984/2013 
(GenBank KF804028) 
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La secuencia completa del cDNA infectivo se comprobó utilizando los 
oligonucleótidos mostrados en la Tabla 6. 
 
5.3. Construcción de plásmidos para la modificación del CPB del gen de la 
N de PEDV 
5.3.1. Diseño de las secuencias mutantes 
Para el diseño de los mutantes del gen N, con distinto CPB, se realizó un 
estudio bioinformático en dos etapas que fue realizado en el servicio de 
Bioinformática para Genómica y Proteómica (BioinfoGP) del Centro Nacional de 
Biotecnología (CNB-CSIC). Primero fue necesario calcular el CPB de todos los 
genes del genoma de cerdo (30585 genes, ENSEMBL release 84). Este cálculo 
se realizó siguiendo los procedimientos descritos previamente para el genoma 
humano {Coleman, 2008 #15674}. Del mismo modo, se calculó el CPB del gen 
N de la cepa PEDV USA/Iowa/18984/2013. 
Posteriormente, una vez elegidos los cuatro nuevos CPBs para cada mutante 
(Tabla 2), se utilizó un algoritmo a medida para obtener hasta 200 posibles 
secuencias con el CPB deseado. De éstas, se filtraron aquellas que cumplían 
los siguientes criterios: (1) no producir cambios significativos en la estructura 
secundaria del RNA, y (2) no generar ninguno de los sitios de restricción 
requeridos para los clonajes posteriores. Finalmente, se seleccionaron 4 
secuencias que se nombraron como N1, N2, N3 y N4. 
 
5.3.1. Construcción de plásmidos para la mutación del gen N de PEDV 
Las secuencias que contenían los mutantes N1, N2, N3, N4 se obtuvieron por 
síntesis química en GeneArt (Alemania). Los plásmidos pMK-N1, pMK-N2, pMK-
N3 y pMK-N4 que contenían los nucleótidos 32632 a 35987 del pBAC-PEDV, 
incluyendo las secuencias diseñadas, fueron digeridos con las enzimas RsrII y 
BmgBI para su introducción en los mismos sitios de restricción en el plásmido 
pUC57-F1 (Tabla 1), obteniéndose los plásmidos intermedios pUC57-F1-N1, 
pUC57-F1-N2, pUC57-F1-N3 y pUC57-F1-N4. Posteriormente, estos plásmidos 
se digirieron con las enzimas SanDI y RsrII. Los fragmentos, de 3347 bp, se 
clonaron en los mismos sitios del pBAC-PEDVFL, para la obtención de los 
plásmidos pBAC-PEDVFL-N1, pBAC-PEDVFL-N2, pBAC-PEDVFL-N3 y pBAC-
PEDVFL-N4. 
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Tabla 2. Resumen de los mutantes en el CPB del gen N. CPBs seleccionados, número de 




SECUENCIAS ENCONTRADAS  






Nwt   0.03 - - - 
N1   0.25 89 57 280 
N2   0.20 101 61 191 
N3 - 0.10 3 1 118 
N4 - 0.20 7 2 221 
 
5.4. Construcción de plásmidos para la duplicación de las TRSs 
Las secuencias codificantes para los productos F1-Swa, F1-Mre, F1-Pme y 
F1-Fse se obtuvieron por síntesis química, clonadas en el vector pMA-T 
(GeneArt, Alemania). El plásmido pMA-T-F1-Swa, que contenía los nucleótidos 
24748 a 25242 de PEDV e incluía una diana SwaI y la duplicación de la TRS del 
gen , fue digerido con BstEII y AvrII dando un producto de 565 bp que se introdujo 
en los mismos sitios del plásmido pUC57-F1, obteniéndose el plásmido pUC57-
F1-SwaI. El plásmido pMA-T-F1-Mre, que contenía los nucleótidos 25242 a 
25574 de PEDV e incluía una diana MreI y la duplicación de la TRS del gen E, 
fue digerido con AgeI y BstEII dando un producto de 380 bp que se introdujo en 
los mismos sitios del plásmido pUC57-F1, obteniéndose el plásmido pUC57-F1-
MreI. El plásmido pMA-T-F1-Pme que contenía los nucleótidos 25574 a 25794 
de PEDV e incluía una diana PmeI y la duplicación de la TRS del gen M, fue 
digerido con MscI y AgeI dando un producto de 238 bp que se introdujo en los 
mismos sitios del plásmido pUC57-F1, obteniéndose el plásmido pUC57-F1-
PmeI. El plásmido pMA-T-F1-Fse, que contenía los nucleótidos 26231 a 26895 
de PEDV e incluía un sitio FseI y la duplicación TRS del gen N fue digerido con 
SacII y BmgBI dando un producto de 684 bp que se introdujo en los mismos sitios 
del plásmido pUC57-F1, obteniéndose el plásmido pUC57-F1-FseI. 
Para generar los plásmidos intermedios con dos o más TRSs duplicadas, el 
plásmido pMA-T-F1-Swa fue digerido con BstEII y AvrII dando un producto de 
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562 bp que se introdujo en los mismos sitios del plásmido pUC57-F1-MreI 
obteniéndose el plásmido intermedio pUC57-F1-2RS que contenía las 
duplicaciones de las TRSs de los genes 3 y E. El plásmido pMA-T-F1-Pme fue 
digerido con MscI y AgeI dando un producto de 238 bp que se introdujo en los 
mismos sitios del plásmido pUC57-F1-2RS, obteniéndose el plásmido intermedio 
pUC57-F1-3RS que contenía las duplicaciones de las TRSs de los genes 3, E y 
M. El plásmido pUC57-F1-N2 (apartado 5.3.1 de esta sección) que contenía el 
gen mutante N2 fue digerido con RsrII y BmgBI dando un producto de 1866 bp 
que fue introducido en los mismos sitios de los plásmidos pUC57-F1-2RS y 
pUC57-F1-3RS obteniéndose los plásmidos pUC57-F1-2RS-N2 y pUC57-F1-
3RS-N2. 
Para obtener un plásmido intermedio que contenía las duplicaciones de las 
TRSs de los genes 3, E, M y N además del gen mutante N2, se realizó una PCR 
solapante. La primera PCR se llevó a cabo usando como molde el plásmido 
pUC57-F1-N2. Los oligonucleótidos utilizados fueron N2-FseI-VS (5’-
CTTCATTTAGTCTAAGGCCGGCCTTACATTTAGTCTAAACAGAAACTTTATG
GCATCTGTCAG-3’, la diana FseI aparece subrayada) y P-N2-26756-RS (5’-
GAAGTGACACCACCACGGTC-3’). La segunda PCR se llevó a cabo utilizando 
como molde el plásmido pUC57-F1-FseI y los oligonucleótidos N2-FseI-RS (5’-
CTGACAGATGCCATAAAGTTTCTGTTTAGACTAAATGAAGGCCGGCCTTAG
ACTAAATGAAG-3’, la diana FseI aparece subrayada) y P-M-26138-VS (5’-
TAGAGGGCTATAAGGTTGC-3’). Los productos obtenidos, de 276 bp y 450 bp 
respectivamente, se usaron como molde para la PCR solapante, utilizando los 
oligonucleótidos P-M-26138-VS y P-N2-26756-RS. El producto obtenido, de 916 
bp fue digerido con las enzimas RsrII y BmgBI e introducido en los mismos sitios 
del plásmido pUC57-F1-3RS-N2 dando lugar al plásmido pUC57-F1-4RS-N2. 
Por último, los plásmidos pUC57-F1-2RS-N2, pUC57-F1-3RS-N2 y pUC57-
F1-4RS-N2 fueron digeridos con SanDI y RsrII, y los insertos obtenidos se 
introdujeron en los mismos sitios del plásmido pBAC-PEDVFL-N2 dando lugar a 
los plásmidos pBAC-PEDVFL-2RS-N2, pBAC-PEDVFL-3RS-N2 y pBAC-PEDVFL-
4RS-N2. 
 
5.5. Construcción de plásmidos para la mutación de la proteína E 
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Las secuencias de los mutantes ∆E1, ∆E2 y ∆E3 se obtuvieron por síntesis 
química, clonadas en el plásmido pMA-T (GeneArt, Alemania). El plásmido pMA-
∆E1, que contenía los nucleótidos 25241 a 25796 de PEDV con la eliminación 
de 30 nt que codifican los aa 36 a 45 de la proteína E, se digirió con BstEII y 
MscI. El fragmento de 517 bp resultante, se clonó en los mismos sitios del 
plásmido pUC57-F1-N2, obteniéndose el plásmido pUC57-F1-∆E1-N2. Los 
plásmidos pMA-∆E2 y pMA-∆E3, que contenían los nucleótidos 25572 a 25796 
de PEDV con la eliminación de 27 y 36 nt, respectivamente, que codificaban los 
aa 45 a 53 (∆E2) y 51 a 61 (∆E3) de la proteína E, se digirieron con AgeI y MscI. 
Los fragmentos de 189 bp y 180 bp resultantes se introdujeron en los mismos 
sitios del plásmido pUC57-F1-N2, generándose los plásmidos pUC57-F1-∆E2-
N2 y pUC57-F1-∆E3-N2, respectivamente. 
Los plásmidos pUC57-F1-∆E1-N2, pUC57-F1-∆E2-N2 y pUC57-F1-∆E3-N2 
fueron digeridos con SanDI y RsrII, y los insertos obtenidos se introdujeron en 
los mismos sitios del plásmido pBAC-PEDVFL-N2 dando lugar a los plásmidos 
pBAC-PEDVFL-∆E1-N2, pBAC-PEDVFL-∆E2-N2 y pBAC-PEDVFL-∆E3-N2. 
 
6. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL RNA 
6.1. Extracción y purificación del RNA total intracelular 
Para verificar la secuencia, analizar la estabilidad de los virus recombinantes 
generados, y cuantificar la expresión de los RNAs virales y celulares, se extrajo 
el RNA total de las células infectadas utilizando el reactivo RNeasy Mini kit 
(QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA purificado se 
cuantificó mediante espectrofotometría, utilizando NanoDrop ND-1000 
(NanoDrop Technologies, EE.UU.), y se guardó a -80°C hasta su utilización. 
 
6.2. Análisis del RNA mediante RT-PCR 
La síntesis de cDNAs o retrotranscripción (RT) a partir de los RNAs purificados 
se realizó con el reactivo High Capacity cDNA reverse transcription Kit (Life 
Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando 100 ng de 
RNA como molde. 
Una fracción del cDNA generado (1/20 a 1/10 del volumen de reacción) se 
utilizó como molde para su posterior amplificación por PCR, usando 
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oligonucleótidos específicos, según los protocolos descritos en el apartado 4.4. 
de esta sección. 
 
6.3. Cuantificación de RNAs mediante RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) 
La expresión diferencial de los RNAs virales o celulares se analizó mediante 
RT-PCR cuantitativa (RT‐qPCR), utilizando la tecnología TaqMan®. La reacción 
de RT se realizó con el reactivo High Capacity cDNA reverse transcription Kit 
(Life Technologies) siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior. 
Para la cuantificación de RNAs virales se emplearon ensayos TaqMan®, 
compuestos por los oligonucleótidos y la sonda específicos para cada caso, 
indicados en la Tabla 3. Los RNAs celulares se cuantificaron utilizando los 
ensayos TaqMan® comerciales (Life Technologies) indicados en la Tabla 4. 
 
Tabla 3. Ensayos Taqman® específicos utilizados para cuantificar RNAs virales. 
 
 SECUENCIA (5’-3’) 














(a) Todas las sondas contienen 6-carboxifluoresceína (FAM) en el extremo 5’ y un grupo de 
unión al surco menor del DNA (MGB) en el extremo 3’ 
 
En todos los casos, la reacción se realizó con el reactivo GoTaq qPCR Master 
Mix (Promega). La qPCR se realizó en un equipo 7500 Real Time PCR System 
(Life Technologies), utilizando los parámetros de termociclación: (a) 95°C, 10 
min; (b) 95°C; 15 seg; (c) 60°C, 1 min; (40 ciclos). Los datos se analizaron 
utilizando el programa 7500 software v2.0.6 (Life Technologies). Todos los 
experimentos cumplen con las recomendaciones para el análisis de la expresión 
génica mediante RT-qPCR (MIQE) {Bustin, 2009 #11559}. En todos los casos se 
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analizaron al menos, tres experimentos independientes, y cada muestra se 
analizó por triplicado. Los valores correspondientes a las medias de los valores 
de los ciclos de corte (Ct) se usaron para calcular los valores de expresión 
relativos utilizando el método 2-∆∆Ct {Livak, 2001 #10334}. El nivel del gen de la 
betaglucuronidasa B porcina (GUSB) se utilizó como control de referencia, dado 
que su expresión permanece invariable durante la infección con el TGEV y el 
PEDV, mientras que el nivel de los distintos sgmRNAs virales se normalizó 
utilizando el gRNA viral. 
 
Tabla 4. Ensayos Taqman® comerciales utilizados para la cuantificación de RNAs 
celulares. 
 
GEN (a) ID DEL ENSAYO (b) DESCRIPCIÓN 
GUSB Ss03387751_u1 β-Glucuronidasa 
IFNB1 Ss03378485_u1 Interferón beta (IFN-) 
TGFB1 Ss03382325_u1 Factor transformante del crecimiento β1 
TNF Ss03391318_g1 Factor de necrosis tumoral (TNF-) 
 
(a) De acuerdo con la nomenclatura de la Human Genome Organization (HUGO) (HGNC, 
https://www.genenames.org) 
(b) Los ensayos específicos de genes porcinos eran de ThermoFisher Scientific 
 
7. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS Y RESCATE DE VIRUS RECOMBINANTES 
Células BHK-pAPN crecidas al 90% de confluencia en placas de 35 mm de 
diámetro en medio DMEM con 10% de FCS se transfectaron con 6 μg de los 
cDNAs infectivos correspondientes y 18 μl de Lipofectamina2000 (Life 
Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de un periodo 
de incubación de 6 h a 37°C, las células se levantaron con 200 µl de tripsina-
EDTA (25%). La tripsina se inactivó con 1.5 ml de DMEM con 10% de FCS, se 
centrifugaron las células a 5000 xg durante 5 min y el sedimento se resuspendió 
en DMEM. La suspensión de células se añadió sobre una monocapa confluente 
de células Vero crecidas en placas de 35 mm de diámetro previamente lavadas 
con PBS y a las que se añadió medio de infección y 5 μg/ml de tripsina. Después 
de un periodo de incubación de 48 h, se recogió el sobrenadante de las células 
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(nombrado como pase 0). Los virus recombinantes rescatados se clonaron tres 
veces mediante dilución límite. Los virus clonados se amplificaron y se titularon 
en células Vero siguiendo los protocolos previamente descritos en el apartado 
2.2 de esta sección. 
 
8. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
8.1. Inmunomicroscopía de fluorescencia indirecta (inmunofluorescencia) 
Células Vero, crecidas sobre cubreobjetos de 12 mm de diámetro en placas 
de cultivos de 24 pocillos a una confluencia del 70%, se infectaron a una moi de 
0.01 con los rPEDVs correspondientes. Después de 8 h, las células se lavaron 
tres veces con PBS, se fijaron mediante incubación con paraformaldehído (PFA) 
al 4% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente y se permeabilizaron 
mediante incubación con metanol frío durante 10 min. Para su análisis mediante 
inmunofluorescencia, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con 
solución de bloqueo (10% FBS filtrado en PBS) durante 90 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente (Tabla 5), diluido en solución de bloqueo durante 90 min a 
temperatura ambiente. A continuación, se lavaron las células tres veces con 
PBS. Para la detección se utilizaron anticuerpos secundarios específicos frente 
a ratón o conejo, en función del anticuerpo primario empleado, conjugados a los 
fluoróforos Alexa 488 o Alexa 594 (Life Technologies) diluidos 1:500 en solución 
de bloqueo. Después de la incubación con el anticuerpo secundario durante 30 
minutos a temperatura ambiente, las células se lavaron cinco veces con PBS y 
los núcleos se tiñeron por incubación con el reactivo 4’-6’-diamidino-2‐fenilindol 
(DAPI) a una concentración de 1 mg/ml en PBS durante 20 min a temperatura 
ambiente. Finalmente, se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 minutos para 
retirar el DAPI y las muestras se montaron sobre portaobjetos utilizando el 
reactivo ProLong Gold anti-fade reagent (Life Technologies) y se examinaron con 
un microscopio confocal Leica SP5 laser scanning microspe (Leica). Las 
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Tabla 5. Lista de anticuerpos empleados en inmunodetección de proteínas 
 
    DILUCIÓN DE TRABAJO (d) 
ANTICUERPO TIPO (a) ORIGEN (b) ESPECIE (c) IF WB 
Anti N PEDV (N-15) mAb Dr. M. Ackermann  Ratón 1:500 1:2000 
Anti nsp4 HCoV-
229E 
pAb Dr. J. Ziebuhr Conejo - 1:1000 
Anti nsp5 HCoV-
229E 
pAb Dr. J. Ziebuhr Conejo - 1:1000 
Anti nsp2 HCoV-
229E 
pAb Dr. J. Ziebuhr Conejo - 1:2000 
Anti nsp3 HCoV-
229E 
pAb Dr. J. Ziebuhr Conejo - 1:1000 
Anti nsp8 HCoV-
229E 
pAb Dr. J. Ziebuhr Conejo - 1:2000 
Anti nsp3 TGEV pAb Lab. CoV Conejo - 1:5000 
Anti nsp12 TGEV pAb Lab. CoV Conejo - 1:100 
Anti nsp14 TGEV pAb Lab. CoV Conejo - 1:1000 
Anti β-actina (13-E5) mAb Cell Signalling Tech. Conejo - 1:5000 
 
(a) mAb, anticuerpo monoclonal; pAb, anticuerpo policlonal 
(b) Casas comerciales o laboratorios donde se obtuvieron los anticuerpos. Dr. Mathias 
Ackermann, University of Zürich, Suiza. Dr. John Ziebuhr, Justus Liebig University, 
Giessen, Alemania. 
(c) Especie animal en la que se generó el anticuerpo 
(d) IF, inmunofluorescencia; WB, Western blot 
 
8.2. Inmunodetección de proteínas (Western blot) 
Se obtuvieron extractos de proteínas de células infectadas a una moi de 1, 
por lisis celular mediante incubación con una solución de extracción de proteínas 
[50 mM Tris-HCl pH 7.6, 2 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 1x inhibidor de 
proteasas Complete (Roche)]. Las células lisadas se centrifugaron a 13000 xg 
durante 10 min a 4°C y el sobrenadante, que contenía el extracto de proteínas 
citoplasmáticas se almacenó a -20°C hasta su utilización. Los extractos de 
proteínas se analizaron en geles desnaturalizantes de gradiente de acrilamida-
SDS NuPAGE Novex 4-12% Bis/Tris Precast Gels (Life Technologies) utilizando 
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tampón de carga NuPAGE Sample Buffer (Novex, Life Technologies) 
suplementado con 100 mM de ditiotreitol (DTT), y NuPAGE MOPS SDS Running 
Buffer (Novex, Life Technologies) como solución electrolito. Las proteínas se 
transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immun-Blot 
PVDF, Bio-Rad), previamente activadas por incubación en metanol durante 5 
minutos, mediante el sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). 
Una vez transferidas las  proteínas, las membranas se bloquearon durante 1 h a 
temperatura ambiente con leche en polvo al 5% en TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 
150 mM NaCl) y se incubaron con los anticuerpos primarios específicos (Tabla 
5), diluidos en TBS con leche en polvo al 3% durante 12 h a 4°C. Posteriormente, 
las membranas se lavaron con TTBS (20 mM TRIS-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 
0,1% Tween-20) y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a la 
peroxidasa del rábano picante (HRP) (Sigma-Aldrich), específico para la  especie 
correspondiente al anticuerpo primario utilizado, diluido 1:30000 en TTBS con 
leche en polvo al 3%. Después de lavar exhaustivamente las membranas con 
TTBS, los anticuerpos unidos se detectaron utilizando el reactivo Clarity Western 
ECL Substrate (Bio-Rad) y un captador de imágenes ChemiDoc XRS+ System 
(Bio-Rad), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las bandas obtenidas 
fueron cuantificadas mediante análisis densitométrico utilizando el programa 
ImageLab (Bio-Rad). 
 
9. ENSAYOS IN VIVO 
9.1. Declaración ética 
Los protocolos de experimentación animal se realizaron en estricta 
conformidad con la directiva europea 2010/63/UE y la ley nacional RD 53/2013 
sobre la protección de animales utilizados para experimentación y otros 
propósitos científicos, así como con la ley nacional 32/2007 referida al bienestar 
animal en su explotación, transporte, experimentación y sacrificio. Todos los 
experimentos se realizaron en Prophyl Ltd, (Mohacs, Hungría) y los protocolos 
empleados fueron aprobados por el comité ético local el 8 de febrero de 2017. El 
Comité Nacional de Ética Científica en Experimentación animal aprobó los 
protocolos el 28 de febrero de 2017 [BA02/2000-19/2017(KA-2122)]. 
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9.2. Análisis de la virulencia 
Lechones de 5 días de edad, no deprivados de calostro y nacidos de madres 
seronegativas para los virus TGEV y PEDV, fueron asignados aleatoriamente a 
grupos de nueve animales. Además, se dejó un grupo de tres animales no 
infectados como control, que se sacrificó al final del experimento. El resto de los 
animales se infectaron con 106 TCID50/animal del virus correspondiente por vía 
oral. Se monitorizaron el peso y los signos clínicos diariamente. 
 
9.3. Análisis de la protección 
Veintiún cerdos de 21 días de edad, seronegativos para TGEV y PEDV, se 
dividieron en cuatro grupos. Los cerdos de los grupos 1 y 2 fueron inoculados 
con 106 TCID50/animal del candidato a vacuna y el control positivo, 
respectivamente. Los cerdos de los grupos 3 y 4 no fueron inoculados. Tres 
semanas después de la inmunización, los cerdos de los grupos 1, 2 y 3 fueron 
desafiados con 107 TCID50/animal de rPEDV-CM1 por vía oral. Los animales 
infectados fueron monitorizados diariamente. 
 
9.4. Seguimiento de la enfermedad y toma de muestras 
En el caso del ensayo de virulencia, el peso de los animales y los signos 
clínicos como diarrea y deshidratación se monitorizaron cada día durante la 
duración del experimento. Se recogieron hisopos con muestras de heces cuando 
apareció diarrea. Las muestras de tejido intestinal (proximal, medio y distal) se 
tomaron los días 2, 4 y 6 después de la inoculación. Estas muestras se 
congelaron para la titulación de virus, se estabilizaron con RNAlater (Life 
Technologies) para extracción de RNA, o se fijaron con Zinc-formalina (Sigma-
Aldrich) para histopatología. 
En los ensayos de protección, el peso de los animales se monitorizó cada 7 
días. Las muestras de heces se tomaron a los días 0, 7, 21, 25, 28 y 31 después 
de la primera inoculación. Se tomaron muestras de suero los días 0, 21, 28 y 31 
después de la primera inoculación, y muestras de saliva los días 21, 28 y 31, 
utilizando Salivette tubes (Sarstedt). Tres animales por grupo fueron sacrificados 
y se tomaron las muestras de tejido a los días 4 y 10 después del desafío (25 y 
31 después de la primera inmunización). En el momento del sacrificio se evaluó 
la presencia de lesiones macroscópicas en el intestino. Se extrajeron muestras 
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representativas de yeyuno (proximal, medio y distal), que se guardaron en tubos 
estériles a -20°C para la determinación del título viral, así como muestras de 
tejido intestinal en tubos con RNAlater (Life Technologies) para el análisis de 
RNA viral, o fijadas en Zinc-formalina (Sigma-Aldrich) para histopatología. 
 
9.5. Extracción de RNA de intestino 
Se utilizaron tres fragmentos representativos, de 500 mg cada uno, de los 
intestinos de los cerdos infectados (intestino proximal, medio y distal). Cada uno 
de los fragmentos se homogenizó en 1.5 ml de tampón RLT lysis buffer 
(QIAGEN) suplementado con β-mercaptoetanol al 1%, empleando el sistema 
gentleMACS Dissociator (Milteny Biotec) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Los homogenizados correspondientes a la misma muestra se 
combinaron y se centrifugaron a 3000 xg durante 10 minutos. El RNA total se 
purificó a partir de los sobrenadantes utilizando el reactivo RNeasy mini kit 
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
9.6. Extracción de RNA de heces  
Para extraer el RNA presente en las muestras fecales, se resuspendió el 
hisopo en 300 µl de PBS con antibióticos (40 U/ml penicilina-estreptomicina, 200 
µg/ml gentamicina, 1 µg/ml anfotericina B). el RNA se extrajo a partir de 140 µl 
de esta solución, empleando el reactivo QIAamp Viral Mini kit (Qiagen) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 
 
9.7. Ensayo de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA) 
La presencia de anticuerpos específicos frente al PEDV y TGEV se evaluó 
mediante ELISA. Para ello, placas de ELISA de 96 pocillos Maxisorp (Nunc) se 
tapizaron con los virus TGEV (0.75 µg/pocillo) o PEDV (0.75 µg/pocillo) 
parcialmente purificados (apartado 2.3 de esta sección). Para ello, se incubaron 
con el antígeno correspondiente diluido en solución de lavado (0.1% albúmina 
de suero bovino o BSA, 0.05% Tween-20 en PBS), durante 12 h a 4°C. 
Posteriormente, se bloquearon con BSA al 5% en PBS durante 2 h a 37°C y se 
incubaron con diluciones 1:20, 1:80 y 1:320 de los sueros en solución de lavado 
durante 90 min a 37°C. Los pocillos se lavaron tres veces con solución de lavado. 
Los anticuerpos unidos se detectaron incubando con proteína A conjugada a 
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peroxidasa (Sigma), un anticuerpo de cabra frente a IgG o un anticuerpo de 
cabra frente a IgA porcino (Bio-Rad), diluidos 1:10000 en PBS con 0.1% BSA 
durante 30 minutos a 37°C. El ELISA se desarrolló con el reactivo K-Blue MAX 
TBM Substrate (Neogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se 
determinó la absorbancia a 450 nm (A450) empleando un lector Microplate 
Reader 680 (Bio-Rad) y el programa Microplate Manager 5.2.1. Los valores de 
absorbancia obtenidos se normalizaron a partir de los valores obtenidos en cada 
placa para un suero control positivo, obtenido de un cerdo 15 días después de 
la infección por el PEDV, el TGEV, y un suero control negativo, obtenido de un 
cerdo no imnune para el PEDV ni el TGEV, y se expresaron como el SP ratio 
[SP ratio= (A450 suero problema-A450 suero control negativo)/(A450 suero 
control positivo-A450 suero control negativo)]. 
 
9.8. Evaluación de la capacidad neutralizante de los sueros 
Los sueros se descomplementaron e incubaron durante 1 hora a 37ºC con 
100 unidades formadoras de placas (pfu) de PEDV en DMEM con 5% FCS. Se 
realizaron diluciones seriadas de la mezcla y éstas se añadieron a células Vero 
confluentes en una placa M-96. Después de 1 hora de incubación se retiró el 
medio y se añadió medio de infección. Después de 72 horas las células se fijaron 
con formaldehído al 10% en PBS, fueron teñidas con cristal violeta y se calculó 
el título. El índice de neutralización se definió como el logaritmo del ratio de 
TCID50 en ausencia o presencia de suero. 
 
9.9. Análisis histopatológico 
Muestras representativas del intestino proximal, medial y distal de cerdos 
infectados, obtenidas 2, 4 y 6 días después de la infección o 25 y 31 días 
después de la primera inmunización, en el caso de los ensayos de protección, y 
se fijaron con zinc-formalina. Estas muestras fijadas se lavaron 2 veces con PBS 
y se almacenaron a 4°C en etanol al 70%. Las muestras se embebieron en 
parafina y se realizaron secciones de 4 µm de grosor cada 200 µm. El análisis 
histopatólogico se basó en la observación de secciones teñidas con hematoxilina 
y eosina, realizadas por el laboratorio de histología (Autopsy Path Kft, Budapest, 
Hungría). Las muestras se visualizaron con un microscopio ZEISS Aixophot, y 
las imágenes se tomaron y procesaron con el programa NIS-Elements F2.20 
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(Nikon). El daño intestinal se cuantificó analizando la medida de tres 
microvellosidades y criptas en cada localización. Se midieron, al menos, 2 
localizaciones diferentes por sección por cada animal. El ratio entre la altura de 
los villi y la profundidad de las criptas (VH/CD) fue calculado con estas medidas. 
 
10. SECUENCIACIÓN DEL GENOMA COMPLETO DEL rPEDV-CM1 
Para verificar la secuencia del virus rPEDV-CM1, obtenido a partir del cDNA 
infectivo, así como de sus mutantes derivados, se realizaron RT-PCRs 
empleando los oligonucleótidos utilizados incluidos en la tabla 6. Los productos 
de PCR se secuenciaron y las secuencias obtenidas se ensamblaron utilizando 
el software SeqMan del paquete DNASTAR Lasergene® 14.2 (Madison, WI). 
 
Tabla 6. Lista de oligonucleótidos de PEDV utilizados en PCR y secuenciación. 
 
OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5'-3') POSICIÓN EXTREMO 5' (a) 
CMV1RS GTCGTAACAACTCCGCCC  
Ld_15_VS CTATCTACGGATAGTTAGC 15 
1a_700_VS GATTTCTTTGCTGACTCCG 700 
1a_716_RS ATACAGATTTCTTTGCTGACTC 716 
1a_1686_VS CTTCTTGAATGAGCTTTTTGAGT 1686 
1a_1702_RS TGTCAACTTCTTGAATGAGCTTT 1702 
1a_2669_VS CCAGTGTCCCAAAAATTGTTTT 2669 
1a_2685_RS ATGCCACCAGTGTCCCAAAAATT 2685 
1a_3661_VS CGCAAATGCTATGAGTCACAAAA 3661 
1a_3677_RS ATGGTTCGCAAATGCTATGAGTC 3677 
1a_4642_VS GGCTTGGTAGATGCTATTTTCAA 4642 
1a_4685_RS ATGGATGGCTTGGTAGATGCTAT 4685 
1a_5623_VS GGTCAGCCTAGTGATTCAGAAAA 5623 
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OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5'-3') POSICIÓN EXTREMO 5' (a) 
1a_5639_RS GACAAAGGTCAGCCTAGTGATTC 5639 
1a_6607_VS GGTAATGTGATGCCTTTCTTTTA 6607 
1a_6623_RS TTAATTGGTAATGTGATGCCTTT 6623 
1a_7602_VS CGTCCATGACATTGCCACGTGTA 7602 
1a_7618_RS ACTTCCCGTCCATGACATTGCCA 7518 
1a_8585_VS CATTGTTGATGAACGTTATTAGT 8585 
1a_8601_RS TCTTTACATTGTTGATGAACGTT 8601 
1a_9003_VS TCATTGAATGTTCCATGGTCCATA   9003 
1a_9568_VS CACACGCCTAAGTACACCTATCG 9568 
1a_9584_RS GTCCACACGCCTAAGTACAC 9584 
1a_10551_VS CGGCACATACACATGGCGCTTTT 10551 
1a_10567_RS TTTACACGGCACATACACATGGC 10567 
1a_11534_VS CTATGCATTCACTGCTTTTTGGT 11534 
1a_11550_RS AGTGCTATGCATTCACTGCTT 11550 
1a_12517_VS CTTGAGAATGACGTTTGCA 12517 
1a_12533_RS TTTGTACTTGAGAATGACGTTTG 12533 
1b_13500_VS CACTGTGCCAACTTCAATACG 13500 
1b_13516_RS TTCACTGTGCCAACTTCAA 13516 
1b_14483_VS GATTTTAGGCTCTAAGCACACCA 14483 
1b_14499_RS GCCATGATTTTAGGCTCTAAGC 14499 
1b_15464_VS TGATCATGTCATTGGAACAACTC 15464 
1b_15480_RS TGCTTATGATCATGTCATTGGAA 15480 
1b_16447_VS CTACTGTCAATGCTTTGCCAGAG 16447 
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OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5'-3') POSICIÓN EXTREMO 5' (a) 
1b_16463_RS TTTTCTCTACTGTCAATGCTTTG 16463 
1b_17430_VS GACGTTGAAGGAGCACATG 17430 
1b_17446_RS GGCTTTGACGTTGAAGGAGCACA 17446 
1b_18411_VS CATGCATTCCATACACCGGCTTT 18411 
1b_18427_RS AATAATCATGCATTCCATACACC 18427 
1b_19391_VS CGTTGTGTATGGTGATGTTTCAA 19391 
1b_19407_RS TGAGCACGTTGTGTATGGTGATG 19407 
1b_20391_VS GACGGCAACACTATGCATGCCA 20391 
1b_20407_RS GTGATTGACGGCAACACTATGCA 20407 
S_21374_VS GGCCACATACCAGAAGGTTTTAG 21374 
S_21390_RS CCCAATGGCCACATACCAGAAGG 21390 
S_22356_VS CCTTGCAATCTGTTAATGA 22356 
S_22372_RS CTTTCACCTTGCAATCTGTTAAT 22372 
S_23357_VS GGCCTTGGTACTGTTGATGA 23357 
S_23373_RS ACTAATGGCCTTGGTACTGTTGA 23373 
S_24306_VS GTTGTGTGGTCACCTATGTCAAT 24306 
S_24322_RS GAGAGTTGTGTGGTCACCTAT 24322 
ORF3_25289_VS GCATCGACTTGTATCTAGCT 25289 
ORF3_25305_RS TTAGTAGCATCGACTTGTATCTA 25305 
M_26272_VS CTTTCTATGTCCGGTCCAAACAC 26272 
M_26288_RS GTTGGGCTTTCTATGTCCGGTCC 26288 
N_26726_RS GGTGTCAGAAAGGCGTCTG 27726 
N_27255_VS CTTGCTTCGGACCCAGGGG 27255 
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OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5'-3') POSICIÓN EXTREMO 5' (a) 
N_27271_RS GCTTGCTTCGGACCCAGG 27271 
BGH1VS CTCCCACTGTCCTTTCC             
BGH1RS CTCCCACTGTCCTTTCC             
 
(a) Se muestra la posición sólo en los oligonucleótidos que hibridan con genoma de PEDV 
 
11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los resultados se expresaron como la media de los datos ± la 
desviación estándar (SD). Para analizar las diferencias en los valores medios 
entre los distintos grupos se utilizó el test de la t de Student. Las diferencias entre 
grupos se consideraron estadísticamente significativas cuando el p-valor fue 


































1. VACUNAS VIVAS MODIFICADAS BASADAS EN UN VIRUS TGEV-PEDV 
QUIMÉRICO 
1.1. Diseño y construcción de un virus TGEV-PEDV quimérico 
Se diseñó un gen que codificaba una proteína S quimérica (SPEDV-TGEV) cuyo 
extremo amino terminal contenía el ectodominio de la proteína S de un PEDV 
americano virulento (aa 1 a 1325) (Fig. 7A), incluyendo los epítopos reconocidos 
por anticuerpos neutralizantes (NE) y los dominios con héptadas repetitivas 
(HR). El extremo carboxilo terminal contenía el endodominio de la proteína S del 
virus TGEV-C11 (aa 1389 a 1448), incluyendo el dominio transmembrana (TM) 
(Fig. 7A). El gen de la proteína SPEDV-TGEV se clonó en el cDNA infectivo de 
TGEV, sustituyendo la proteína S original (rTGEV-SPEDV, Fig. 7B). Además, el 
gen que codificaba la proteína SPEDV-TGEV se introdujo en el cDNA infectivo de 
un TGEV atenuado mediante una estrategia basada en la duplicación de las 
TRSs y la introducción de sitios únicos de restricción (RS), para evitar el 
solapamiento de genes consecutivos (Ortego, J., y col., 2003) (rTGEV-RS-





Figura 7. Generación de los virus rTGEV-SPEDV. (A) Diagrama de la proteína S quimérica 
expresada por los virus recombinantes. A la izquierda se representa el peplómero de la proteína 
S. El esquema de la derecha representa las partes de la secuencia que provienen del PEDV y 
del TGEV. Se indican además los dominios relevantes: NE, dominios reconocidos por 
anticuerpos neutralizantes; HR, dominio con héptadas repetitivas; TM, dominio transmembrana. 
(B) Esquema del genoma del virus TGEV recombinante que contiene una proteína S quimérica 
(SPEDV-TGEV). Las etiquetas sobre las cajas indican los genes virales. L, secuencia líder; An, cola 
poli A. (C) Esquema del virus rTGEV recombinante que expresa la proteína S quimérica, basado 




















TGA AGGCCGGCC ACTCCTTGCTTGA ACTAAACAAA ATG
GTTTAAAC AAAATATTACATATGGTATAATAA CTAAACTTCTAA ATG









sitios de restricción (Ortego, J., y col., 2003). Los sitios de restricción introducidos se muestran 
en cursiva. Las secuencias duplicadas están indicadas en cajas de color gris claro y cada gen 
en las cajas con los mismos colores que en el esquema del virus, indicando el codón de parada 
y de inicio. 
 
Los virus recombinantes rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV se rescataron 
mediante transfección en células Vero de los cDNAs infectivos correspondientes. 
Las cinéticas de crecimiento en células Vero mostraron que ambos virus 
alcanzaban sus títulos máximos a 24 o 48 hpi, dependiendo de la moi utilizada 
(Fig. 8). Sin embargo, los títulos del virus rTGEV-RS-SPEDV fueron entre 5 y 10 




Figura 8. Cinética de crecimiento de los virus rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV en cultivos 
celulares. Se infectaron células Vero a una moi de 0.001 (A) o 0.1 (B) con los virus rTGEV-
SPEDV (azul) y rTGEV-RS-SPEDV (rojo). Se analizó el título viral a los tiempos indicados después 
de la infección. Los datos representan la media de tres infecciones independientes. Las barras 
de error indican la desviación estándar en cada caso. 
 
1.2. Virulencia de los virus quiméricos 
La virulencia de los virus rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV se analizó 
inoculando lechones de cinco días de edad con 106 TCID50/animal. Cabe 
destacar que, a pesar de las diferencias en el título viral observadas en cultivos 
celulares (Fig. 8), ambos virus mostraron títulos similares en el intestino de los 
animales infectados (Fig. 9). Curiosamente, a 6 días después de la inoculación, 




































el rTGEV-SPEDV mostró títulos ligeramente inferiores a los del rTGEV-RS-SPEDV, 





Figura 9. Replicación de los virus rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV in vivo. Se inocularon 
oralmente animales de 5 días de edad con 106 TCID50/animal. Se analizó el título viral en el 
intestino a diferentes días después de la infección. Los datos representan la media de tres 
animales independientes. Las barras de error indican la desviación estándar en cada caso. 
 
Los animales inoculados con el virus rTGEV-SPEDV perdieron peso (Fig. 10A) y 
un 70% murieron (Fig. 10B). Estos datos indicaron que el virus rTGEV-SPEDV 
era virulento. En cambio, los animales inoculados con el rTGEV-RS-SPEDV no 
perdieron peso (Fig. 10A) y mostraron una supervivencia del 100% (Fig. 10B), 
indicando que el virus estaba atenuado. Aunque en ambos casos los animales 
inoculados presentaron diarrea severa (datos no mostrados), la diseminación 
viral en las heces de los animales infectados con el virus rTGEV-RS-SPEDV fue 
hasta 50 veces menor que la observada en los lechones infectados con el virus 
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Figura 10. Virulencia del rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV. Se inocularon oralmente animales 
de 5 días de edad con 106 TCID50/animal con el virus rTGEV-SPEDV (azul) y el rTGEV-RS-SPEDV 
(rojo). Como control se utilizó un grupo de lechones sin inocular (Mock, negro). Se analizó la 
pérdida de peso (A) y la supervivencia (B). (C) La carga viral en las heces se evaluó mediante 
RT-qPCR. u.r., unidades relativas. Los datos representan la media de nueve animales 
independientes. Las barras de error indican la desviación estándar en cada caso. p-valor, *<0.05, 
**<0.01, ***<0.001. 
 
En consonancia con los signos clínicos, se observó degeneración epitelial y 
exfoliación en diferentes partes del yeyuno de los animales infectados con el 
virus rTGEV-SPEDV, junto con infiltración inflamatoria y acortamiento de los villi 
(Fig. 11A). El daño intestinal fue significativamente inferior en animales 
inoculados con el virus atenuado rTGEV-RS-SPEDV en comparación con los 
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inoculados con el virus virulento rTGEV-SPEDV (Fig. 11B). Estos resultados 




Figura 11. Daño intestinal en lechones inoculados con rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV. 
(A) Secciones representativas del intestino de animales no infectados, o de animales infectados 
con los virus rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV, a 6 días después de la inoculación y teñidas 
con hematoxilina-eosina. Las imágenes se tomaron con un objetivo 2.5x. (B) Ratio entre la altura 
de las vellosidades y la profundidad de las criptas (VH/CD) en muestras de intestino proximal, 
medio y distal a diferentes días después de la inoculación. En animales no infectados (negro) o 
animales infectados con los virus rTGEV-SPEDV (azul) o rTGEV-RS-SPEDV (rojo). Los datos 
representan la media de tres animales independientes y de dos campos microscópicos por 












































1.3. Estabilidad genética del virus rTGEV-RS-SPEDV 
La bioseguridad de las vacunas vivas atenuadas es unas de las mayores 
preocupaciones para su aplicabilidad. La reversión al fenotipo virulento o la 
recombinación con las cepas circulantes es uno de los motivos de la emergencia 
de cepas de PEDV virulentas, especialmente en Asia (Wang, Q., y col., 2019). 
La estabilidad genética del virus rTGEV-RS-SPEDV, que podía influir en su 
seguridad como candidato a vacuna, se evaluó en cultivos celulares. Después 
de 15 pases en células Vero, se secuenció la región del genoma viral que 
comprendía desde el gen 3b hasta el 3’UTR (nt. 25856 a 28544). No se 
detectaron cambios en los virus pasados en cultivos celulares en comparación 
con el virus parental, lo que sugirió fuertemente que el virus rTGEV-RS-SPEDV 
era estable en cultivos celulares. 
Con el fin de evaluar la estabilidad del virus in vivo, se secuenció la misma región 
del genoma de los virus rTGEV-SPEDV y rTGEV-RS-SPEDV, utilizando el RNA 
extraído del yeyuno de los animales infectados a 6 dpi. No se encontraron 
cambios en el genoma del virus parental rTGEV-SPEDV (datos no mostrados). 
En el caso del virus atenuado rTGEV-RS-SPEDV, únicamente se encontraron 
cambios en la zona de las TRSs duplicadas (Fig. 12). Una pequeña eliminación 
de secuencia y mutaciones puntuales se detectaron entre los genes E y M, que 
eliminaban el sitio de restricción FseI, pero mantenían la secuencia duplicada 
(Fig. 12). La secuencia insertada entre los genes M y N se eliminó 
completamente, revirtiendo a la secuencia del virus parental (Fig. 12). Por último, 
no se detectaron cambios en la secuencia entre los genes N y 7 (Fig. 12). Cabe 
destacar que, cuando se infectaron animales de 21 días de edad (apartado 1.4 
de esta sección) y se analizó la secuencia del virus rTGEV-RS-SPEDV en 
muestras de heces a 7 días después de la inoculación, se detectaron los mismos 
cambios en el genoma del virus. Estos resultados sugerían fuertemente que el 
genoma del rTGEV-RS-SPEDV recuperado de los lechones representaba la 
evolución del virus in vivo. Cabe destacar que la atenuación del virus TGEV con 
las tres duplicaciones de TRSs es similar a la que presenta el virus que 
únicamente contiene la duplicación entre los genes N y 7 (Ortego, J., y col., 






Figura 12. Estabilidad genética del virus rTGEV-RS-SPEDV. Se extrajo el RNA total del 
intestino de los lechones de cinco días de edad infectados con el virus rTGEV-RS-SPEDV 
(apartado 1.2 de esta sección). El virus se detectó mediante RT-PCR específica y las bandas 
obtenidas de secuenciaron. Las modificaciones introducidas en el genoma del virus rTGEV-RS-
SPEDV se muestran como en la Fig. 7C. Los cambios observados a 6 dpi se muestran en rojo. 
Los guiones indican eliminación de un nucleótido, las letras en rojo indican mutaciones puntuales 
y la caja bordeada en rojo indica una eliminación completa de la secuencia. 
 
1.4. Protección conferida por el virus rTGEV-RS-SPEDV frente a la infección 
por PEDV 
El virus PEDV infecta cerdos de todas las edades, pero la gravedad de los signos 
clínicos es inversamente proporcional a la edad de los animales (Lin, C. M., y 
col., 2016). Las cerdas preñadas son el modelo óptimo para evaluar la protección 
de los candidatos a vacuna, dado que los animales objetivo de la protección son 
los lechones recién nacidos y que la inmunidad lactogénica es fundamental para 
la protección (Langel, S. N., y col., 2016). El problema de este modelo animal es 
su disponibilidad, su coste y la cantidad de recursos necesarios para el cuidado 
de los animales, lo que limita su uso en los ensayos preliminares de candidatos 
a vacuna (Crawford, K., y col., 2016;Lee, S. H., y col., 2018). Por ello, se ha 
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propuesto el uso de cerdos jóvenes como modelo para los ensayos preliminares 
de eficacia de los candidatos a vacuna (Crawford, K., y col., 2016). De acuerdo 
con estas consideraciones, se usaron lechones de 21 días de edad para evaluar 
la protección conferida por el virus rTGEV-RS-SPEDV (Tabla 7). 
 
Tabla 7. Grupos de animales en el ensayo de protección. Animales de 21 días de edad fueron 
asignados de forma aleatoria a cuatro grupos diferentes. 
 
GRUPO VACUNACIÓN (a) DESAFÍO (b) 
1 rTGEV-RS-SPEDV rPEDV-CM1 
2 PEDV-NVSL rPEDV-CM1 
3 No inoculados rPEDV-CM1 
4 No inoculados No inoculados 
 
(a) Inoculación oral con 106 TCID50/animal 
(b) 21 días después de la vacunación. Inoculación oral con 107 TCID50/animal 
 
Tanto después de la vacunación como después del desafío, los animales no 
mostraron signos clínicos de enfermedad entérica, tales como diarrea, vómitos 
o deshidratación (datos no mostrados), como se esperaba debido a la edad de 
los lechones. Sin embargo, cabe destacar que los animales vacunados con la 
cepa virulenta PEDV-NVSL mostraron un retraso en la ganancia de peso en 
comparación con los animales no inoculados y con los vacunados con el virus 
rTGEV-RS-SPEDV (Fig. 13). Resultados similares han sido descritos para otros 
aislados americanos virulentos (Lin, C. M., y col., 2019). Estos datos indicaron 







Figura 13. Ganancia de peso en animales vacunados. Animales de 3 semanas de edad fueron 
divididos en 4 grupos (Tabla 7). Dos de los grupos se vacunaron con 106 TCID50/animal de 
rTGEV-RS-SPEDV (rojo) o PEDV-NVSL (verde). Tres semanas después de la vacunación (21 
dpv, indicado en rojo), los animales no vacunados o no fueron infectados (gris) o fueron 
desafiados con 107 TCID50/animal del rPEDV-CM1 virulento (negro). Los animales vacunados 
fueron desafiados también con la misma dosis que los no vacunados. Los signos clínicos y el 
peso se observaron diariamente después de la vacunación y el desafío, y una vez a la semana 
durante el resto del experimento. Los valores representan la media de seis animales diferentes. 
Las barras de error representan la desviación estándar para cada dato. p-valor, **<0.01. 
 
Se evaluaron los títulos virales en el yeyuno de los animales desafiados. El virus 
del desafío replicó eficientemente en el intestino de los animales no vacunados 
(Fig. 14A). Por el contrario, los títulos virales en los intestinos de los animales 
vacunados con el rTGEV-RS-SPEDV y PEDV-NVSL eran de 25 a 50 veces 
menores, respectivamente (Fig. 14A). Se obtuvieron datos similares en la 
acumulación de gRNA viral, con una disminución de hasta 200 veces en los 
animales vacunados frente a los no vacunados (Fig. 14B). Además, cabe 
destacar que sólo los animales no vacunados dispersaron virus en las heces 
después del desafío (Fig. 14C). En conjunto, estos datos indicaron que el virus 
del desafío no infectó eficientemente a los animales vacunados. Es más, los 
resultados indicaron que el virus rTGEV-RS-SPEDV protegió frente al desafío con 
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Figura 14. Título viral de PEDV en el tracto entérico de los animales vacunados. Cuatro días 
después del desafío con una cepa de PEDV virulenta, las muestras de intestino de tres animales 
distintos se procesaron y titularon en células Vero (A) o se analizaron mediante RT-qPCR (B). 
Además, la carga viral en las heces se analizó mediante RT-qPCR (C). Se representan los 
valores para los animales vacunados con rTGEV-RS-SPEDV (rojo), animales vacunados con la 
cepa virulenta PEDV-NVSL (verde) o animales no vacunados y desafiados (negro). Las barras 
de error indican la desviación estándar para cada valor. 
 
1.5. Respuesta humoral inducida por el virus rTGEV-RS-SPEDV 
Se evaluó la respuesta de anticuerpos específica para PEDV analizando el suero 





























































































animales vacunados presentaron anticuerpos contra el PEDV. Los niveles eran 
superiores en los animales vacunados con el virus PEDV-NVSL que en los 
vacunados con el virus rTGEV-RS-SPEDV (Fig. 15A). Este resultado era de 
esperar, ya que el ELISA se desarrolló frente al PEDV completo y el virus 
quimérico rTGEV-RS-SPEDV sólo expresaba la proteína S de PEDV. Después 
del desafío, los anticuerpos contra PEDV aumentaron en todos los grupos 
desafiados (Fig. 15A). Curiosamente, este incremento fue menor en los animales 
vacunados, de acuerdo con una disminución de la replicación del virus del 
desafío en esos animales. 
Los niveles de IgGs (Fig. 15B) e IgAs específicas para PEDV (Fig. 15C) también 
se analizaron, mostrando resultados similares a los del resto de anticuerpos 
contra PEDV. Se ha demostrado que la protección contra la infección por PEDV 
está relacionada con los niveles de IgA (Annamalai, T., y col., 2017;Hain, K. S., 
y col., 2016;Opriessnig, T., y col., 2017b;Poonsuk, K., y col., 2016). Es importante 
puntualizar que los niveles de IgA en el suero de animales vacunados después 
del desafío se vieron reducidos significativamente en comparación con los 
niveles en los sueros de animales no vacunados (Fig. 15C). Esto sugirió que el 
virus del desafío no provocaba una respuesta fuerte de IgAs en el intestino de 
los animales vacunados, probablemente debido a una disminución en su 





Figura 15. Respuesta humoral inducida en animales vacunados. Se tomaron muestras de 
suero de animales vacunados y no vacunados a diferentes tiempos después de la inoculación. 
Los días de vacunación y desafío se indican con flechas rojas. Se detectaron anticuerpos 
específicos para PEDV mediante ELISA: anticuerpos totales (A), IgGs (B) e IgAs (C). Los sueros 
se tomaron de animales no vacunados y no desafiados (gris), de animales no vacunados y 
desafiados (negro) y de animales vacunados con el PEDV-NVSL (verde) o con el virus rTGEV-
RS-SPEDV (rojo). Los valores representan la media de, al menos, tres animales diferentes. Las 
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También se evaluó la capacidad de neutralización de los anticuerpos inducidos. 
Como se esperaba, en los animales no vacunados sólo se detectaron 
anticuerpos neutralizantes después del desafío (Fig. 16). Por el contrario, en los 
animales vacunados, tanto con el virus PEDV-NVSL como con el virus rTGEV-
RS-SPEDV, se detectaron niveles significativos de anticuerpos neutralizantes 




Figura 16. Anticuerpos neutralizantes en los animales vacunados. El ensayo de 
neutralización se llevó a cabo usando muestras de sueros de animales vacunados con rTGEV-
RS-SPEDV (rojo) o el PEDV-NVSL (verde) y de animales no vacunados y desafiados (negro). Los 
sueros se tomaron antes (21 dpv) o después (31 dpv) del desafío. Los valores indican la media 
de los índices de neutralización obtenidos con los sueros de, al menos, tres animales distintos. 
Las barras de error representan la desviación estándar para cada valor. 
 
En su conjunto, los datos obtenidos demostraron que el rTGEV-RS-SPEDV 
confirió protección contra la infección por PEDV y podía ser el punto de partida 



































2. GENERACIÓN DE UN CLON INFECTIVO DE PEDV 
2.1. Ensamblaje del cDNA de PEDV en un BAC 
Con el avance que han supuesto las técnicas de secuenciación masiva, el 
número de genomas de PEDV en las bases de datos ha crecido 
exponencialmente desde 2012. El 70% de estas secuencias provienen de 
muestras biológicas y no de virus aislados. Se ha estimado que sólo entre el 2% 
y el 12% de los virus PEDV de campo se pueden aislar a partir de muestras 
biológicas (Oka, T., y col., 2014). Además, el pase de virus PEDV en células 
Vero, utilizadas para el aislamiento y crecimiento viral, introduce mutaciones en 
el genoma de PEDV que disminuyen la capacidad de infectar el intestino del 
cerdo (Chen, Q., y col., 2015;Li, Y., y col., 2017;Lin, C. M., y col., 2017). Estas 
consideraciones se tuvieron en cuenta para generar un clon infectivo que diera 
lugar a un virus PEDV recombinante virulento y, por ello, se seleccionó el 
genoma de la cepa de PEDV USA/Iowa/18984/2013 (GenBank KF804028). Este 
virus crece eficientemente en cultivos celulares (Hoang, H., y col., 2013) y es 
virulento en lechones de varias edades, incluso después de su propagación en 
cultivos celulares (Madson, D. M., y col., 2016;Madson, D. M., y col., 2014). 
Para el ensamblaje del cDNA infectivo se seleccionaron sitios únicos de 
restricción, que dividían el genoma de PEDV en seis fragmentos (Fig. 17). 
Además, se introdujeron dos mutaciones silenciosas (C9503>T y T24745>C) 
que eliminaban o creaban sitios de restricción, respectivamente, y que se usaron 
como marcadores genéticos (Fig.17). Los seis fragmentos se ensamblaron 







Figura 17. Ensamblaje del clon infectivo de PEDV. En la parte superior se muestra el esquema 
del genoma del PEDV, indicando en rojo los sitios de restricción seleccionados para el 
ensamblaje. En verde se muestran los dos marcadores genéticos introducidos: el primero eliminó 
un sitio AvrII (C9503>T) y el segundo generó el sitio SanDI (T24745>C) utilizado en el ensamblaje 
del cDNA infectivo. Los números indican las posiciones en el genoma del PEDV. Los cuadros 
verdes indican los 6 fragmentos en que se dividió el genoma, así como el orden en el que se 
ensamblaron. En la parte inferior se muestra el esquema del clon infectivo pBAC-PEDVFL-CM1. 
Las letras dentro de las barras indican los genes virales. CMV, promotor de citomegalovirus; 
UTR, región no traducida; pA, poli-A; Rz, ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV); BGH, 
secuencias de terminación y poliadenilación de la hormona de crecimiento bovino. 
 
2.2. Rescate del virus recombinante rPEDV-CM1 y caracterización en 
cultivos celulares 
Se rescató el virus recombinante rPEDV-CM1 transfectando el clon infectivo 
pBAC-PEDVFL-CM1 en células Vero. El virus rPEDV-CM1 mostró un título de 
1x107 TCID50/ml y causó un efecto citopático consistente en la formación de 
sincitios, característico del PEDV. Los títulos virales (Fig. 18A) y la acumulación 
de RNA genómico (Fig. 18B) en cultivos celulares fueron entre 5 y 10 veces 
superiores a los del virus americano virulento usado como control (PEDV-NVSL). 
Cabe señalar que el virus PEDV-NVSL (GenBank KF267450) se diferencia del 
virus PEDV USA/Iowa/18984/2013, en el que se basó el cDNA infectivo, en 15 
mutaciones que dan lugar a cambios de aminoácido en las proteínas nsp2, nsp3, 
EL 3





























nsp9 y S. Estos cambios podrían explicar las pequeñas diferencias en el 
crecimiento en cultivos celulares de los virus rPEDV-CM1 y PEDV-NVSL. 
 
 
Figura 18. Cinética de crecimiento del virus rPEDV-CM1. Se infectaron células Vero a una 
moi de 0.01 con los virus rPEDV-CM1 (rojo) y PEDV-NVSL (azul) como control. Se analizó el 
título viral (A) y la acumulación de gRNA viral (B) a distintos tiempos después de la infección. Los 
datos representan la media de tres infecciones independientes. Las barras de error indican la 
desviación estándar en cada caso. 
 
Estos resultados mostraron que el virus recombinante rPEDV-CM1, rescatado a 
partir del cDNA infectivo, se comportaba en cultivos celulares de forma similar a 
un virus epidémico PEDV virulento. 
 
2.3. Virulencia del virus rPEDV-CM1 
La patogénesis producida por el rPEDV-CM1 se analizó en lechones de cinco 
días de edad inoculados con 106 TCID50/animal. El virus recombinante rPEDV-
CM1 alcanzó títulos de 1x106 TCID50/g de tejido en el intestino de los lechones 
infectados (Fig. 19A). Este título fue similar al obtenido en los animales 
infectados con el virus control PEDV-NVSL (Fig. 19A). La acumulación de gRNA 
en el intestino de los animales infectados con el virus rPEDV-CM1 fue hasta 15 
veces superior a la observada en los animales infectados con el virus control 
PEDV-NVSL (Fig. 19B). Estos datos indicaron que el virus rPEDV-CM1 replicaba 






Figura 19. Replicación del virus rPEDV-CM1 in vivo. Se inocularon oralmente lechones de 
cinco días de edad con 106 TCID50/animal del virus rPEDV-CM1 (rojo) o del virus PEDV-NVSL 
(azul). Se analizaron el título viral (A) y la acumulación de RNA genómico (B) en el intestino de 
los animales a diferentes días después de la inoculación. Los datos representan la media de tres 
animales independientes. Las barras de error indican la desviación estándar en cada caso. 
 
Los lechones no inoculados no perdieron peso, no mostraron diarrea ni ningún 
otro signo clínico de infección entérica, y el 100% sobrevivieron (Fig. 20). En 
cambio, los animales infectados, tanto con el control positivo PEDV-NVSL como 
con el virus recombinante rPEDV-CM1, mostraron una pérdida de peso del 20% 
y 30%, respectivamente (Fig. 20A) y una mortalidad del 50% (Fig. 20B). Los 
animales infectados con ambos virus, mostraron signos clínicos de enfermedad 
entérica, como diarrea severa (Fig. 20C) y deshidratación. Curiosamente, la 
diseminación viral en las heces de los animales infectados con el virus PEDV-
NVSL fue hasta 50 veces mayor que la observada en los lechones infectados 
con el virus rPEDV-CM1 (Fig. 20D). La acumulación del gRNA de PEDV en 
heces se ha utilizado en numerosos estudios como una medida de la replicación 
viral en el tracto entérico (Beall, A., y col., 2016);(Su, Y., y col., 2019). Nuestros 
resultados mostraron una diferencia entre la acumulación de gRNA en heces 
(Fig. 20D) y el título de virus infectivo en intestino (Fig. 19A) o la acumulación de 
gRNA viral en intestino (Fig. 19B), lo que sugería fuertemente que la medida de 
gRNA en heces no es un parámetro válido para evaluar la eficiencia de la 






Figura 20. Virulencia del rPEDV-CM1. Se inocularon oralmente lechones de 5 días de edad 
con 106 TCID50/animal del virus rPEDV-CM1 (rojo) o del virus PEDV-NVSL (azul). Como control 
se utilizó un grupo de lechones sin inocular (MOCK, gris). Se analizaron la pérdida de peso (A), 
la supervivencia (B) y la diarrea (C). La carga viral en las heces se evaluó mediante RT-qPCR 
(D). Los datos representan la media de nueve animales independientes. Las barras de error 
indican la desviación estándar en cada caso. 
 
En el momento del sacrificio, en todos los animales infectados, el intestino 
delgado estaba distendido y con contenido sin digerir, los nódulos linfáticos 
mesentéricos inflamados y la mucosa intestinal enrojecida. De acuerdo con los 
signos clínicos y con las observaciones macroscópicas de los tejidos, se observó 
degeneración del epitelio intestinal y descamación en el yeyuno de los animales 
infectados, acompañado por inflamación y acortamiento de los villi (Fig. 21A). el 
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daño en el intestino fue similar en los animales infectados con el virus rPEDV-
CM1 y con el virus PEDV-NVSL (Fig. 21B). 
 
Figura 21. Daño intestinal en lechones inoculados con rPEDV-CM1. (A) Secciones 
representativas del yeyuno de animales no infectados, o de animales infectados con los virus 
rPEDV-CM1 o PEDV-NVSL, a 6 días después de la inoculación y teñidas con hematoxilina-
eosina. (B) Ratio entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas (VH/CD) en 
muestras de intestino proximal, medio y distal a 6 días después de la inoculación. En animales 
no infectados (negro) o animales infectados con los virus rPEDV-CM1 (rojo) o PEDV-NVSL (azul). 
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Los datos representan la media de tres animales independientes y de dos campos microscópicos 
por sección. Las barras de error indican la desviación estándar en cada caso. p-valor, ***<0.001. 
 
En conjunto, los resultados indicaron que el virus recombinante rPEDV-CM1, 
obtenido a partir del cDNA infectivo era, como se esperaba, virulento. 
 
3. DESARROLLO DE UNA VACUNA VIVA ATENUADA BASADA EN EL 
CLON INFECTIVO DE PEDV 
El cDNA de PEDV, que daba lugar a un virus virulento, es una herramienta 
imprescindible para el diseño de vacunas vivas atenuadas, así como para 
comprender los mecanismos de patogénesis de PEDV. Como parte de los 
objetivos de esta tesis, el cDNA infectivo se utilizó para el diseño de un virus 
candidato a vacuna, que conservase un equilibrio adecuado entre replicación in 
vivo y atenuación de la patogénesis. Para ello, se seleccionaron varias 
estrategias de atenuación (Fig. 22), que se desarrollarán en los siguientes 
apartados de esta sección: 
 Recodificación del sesgo de los pares de codones (CPB) del gen N (NCPB) 
 Duplicación de las TRSs 
 Eliminación de secuencias cortas en el gen E 
 
 
Figura 22. Estrategias de atenuación seleccionadas para el diseño del candidato a vacuna 
basado en el virus rPEDV-CM1. En el esquema superior se representa el diseño del mutante 
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usando la estrategia del cambio del CPB en el gen N del PEDV. N*, N mutante con recodificación 
del CPB. En medio, se representa el diseño del mutante con las duplicaciones de las TRS de los 
genes 3, E, M y N (rectángulos rojos). En el esquema inferior se indica la estrategia basada en 
pequeñas eliminaciones de secuencia en el gen E. Las letras dentro de las cajas indican los 
genes virales. L, secuencia líder; An, cola de poliadenina. 
 
3.1 Generación de virus rPEDV con cambios en el CPB del gen N 
3.1.1. Diseño de mutantes NCPB de PEDV 
Para cada gen, la posición de los pares de codones está preestablecida. Este 
fenómeno se denomina sesgo en los pares de codones (CPB) y es característico 
de cada gen y de cada especie. Se ha descrito que, en el caso de los virus, el 
diseño de secuencias sintéticas que modifican el CPB de un gen cambiando el 
orden de codones sinónimos y, por tanto, sin modificar la secuencia de la 
proteína, resulta en la atenuación del virus (Coleman, J. R., y col., 2008a). 
Debido a que en CoVs la proteína N es esencial para el virus y está implicada 
en la interacción virus-huésped (Almazan, F., y col., 2004;Surjit, M., y col., 2006), 
se decidió aplicar el cambio en el CPB al gen que codifica para la proteína N de 
PEDV. Para ello, se diseñaron cuatro secuencias mutantes: dos de ellas (N1, 
N2) con un CPB superior al gen parental y las otras dos (N3, N4) con un CPB 
inferior (Fig. 23). 
 
 
Figura 23. CPB para los genes porcinos. Se calculó el CPB de cada uno de los 30585 genes 
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en rojo). Cada punto gris indica el CPB de un gen porcino representado frente al tamaño de la 
proteína que codifica. Los cuadros rojos representan las secuencias mutantes diseñadas. 
 
Las secuencias sintéticas diseñadas contenían entre 118 y 280 mutaciones 
puntuales silenciosas (Tabla 8). Se ha descrito que el cambio en el CPB de un 
gen afecta también a la frecuencia de pares de dinucleótidos xxCpGxx y 
xxUpAxx, lo que, a su vez, influye en la respuesta inmune innata y la estabilidad 
del RNA (Tulloch, F., y col., 2014). Las secuencias mutantes N1 y N2 
disminuyeron la frecuencia de dinucleótidos comparada con la del gen parental 
(Tabla 8), mientras que las secuencias N3 y N4 la aumentaron (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Características de los mutantes NCPB. Resumen de los cambios introducidos en los 
mutantes CPB seleccionados. 
 
   FRECUENCIA % 
GEN CPB MUTACIONES xxCpGxx xxUpAxx 
Nwt 0.03 - 8.64 17.27 
N1 0.25 280 0.91 6.82 
N2 0.20 191 3.18 7.73 
N3 - 0.10 118 17.27 22.27 
N4 - 0.20 221 23.64 26.36 
 
Las secuencias sintéticas diseñadas se clonaron en el cDNA infectivo de PEDV, 
sustituyendo el gen de la N parental, obteniéndose los cuatro clones infectivos 
correspondientes (apartado 5.3. de Materiales y Métodos). 
 
3.1.2. Caracterización in vitro de los virus mutantes rPEDV-NCPB 
Los virus mutantes rPEDV-N1, rPEDV-N2, rPEDV-N3 y rPEDV-N4 fueron 
rescatados en células Vero a partir de los clones infectivos correspondientes. 
Todos los causaron un efecto citopático similar al del virus parental rPEDV-CM1, 





Figura 24. Efecto citopático en células infectadas con los virus mutantes rPEDV-NCPB. Se 
infectaron células Vero a una moi de 0.01 con el virus parental rPEDV-CM1 y los virus mutantes 
rPEDV-N1, rPEDV-N2, rPEDV-N3 y rPEDV-N4. Las células no infectadas (Mock) o infectadas se 
fijaron a 48 hpi, y la proteína N se marcó con un anticuerpo específico (verde). 
 
Los mutantes rPEDV-N1 y rPEDV-N3 presentaron cinéticas de crecimiento 
similares al virus parental, aunque con títulos máximos ligeramente inferiores 
(Fig. 25). en cambio, los mutantes rPEDV-N2 y rPEDV-N4 presentaron un 
retraso en el crecimiento, alcanzando el virus rPEDV-N2 títulos máximos 
similares al virus parental, mientras que los títulos del virus rPEDV-N4 fueron 





Figura 25. Cinéticas de crecimiento de los virus mutantes rPEDV-NCPB en cultivos 
celulares. Se infectaron células Vero a una moi de 0.01 con el virus parental rPEDV-CM1 (Nwt, 
rojo) y los virus mutantes rPEDV-N1 (N1, negro), rPEDV-N2 (N2, azul), rPEDV-N3 (N3, verde) y 
rPEDV-N4 (N4, morado). Se analizó el título viral a los tiempos indicados después de la infección. 
Los datos representan la media de tres infecciones independientes. Las barras de error indican 
la desviación estándar en cada caso. 
 
Debido a que la proteína N tiene un papel muy relevante en la síntesis de RNA 
viral, se analizaron la replicación (Fig. 26A) y la transcripción (Fig. 26B) de los 
mutantes rPEDV-NCPB, evaluando mediante RT-qPCR la acumulación de gRNA 
y sgmRNA-M, respectivamente. Los virus rPEDV-N1 y rPEDV-N2 replicaron y 
transcribieron de modo similar al virus parental rPEDV-CM1 (Fig. 26). El virus 
rPEDV-N3 presentó un retraso tanto en replicación (Fig. 26A) como en 
transcripción (Fig. 26B), alcanzando, entre 8 y 10 hpi, los niveles de RNA viral 
del virus parental. Por último, en las células infectadas con el virus rPEDV-N4 se 
detectaron niveles significativamente menores, de entre 100 y 1000 veces, de 
gRNA (Fig. 26A) y sgmRNA (Fig. 26B) comparados con los observados en las 
células infectadas con el virus parental. 
El cambio en la secuencia del gen de la N podría dar lugar al uso de TRSs 
alternativas y, por tanto, a la síntesis de sgmRNAs alternativos que estuviesen 
influyendo la expresión de otros genes virales, incluido el de la N (Zuniga, S., y 
col., 2004). De hecho, los genes mutantes N3 y N4 contenían un hexanucleótido 
CUAAAC, de se ha demostrado en esta tesis que forma parte de la TRS del gen 
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N (apartado 3.2.1 de esta sección). Los análisis de RT-PCR realizados 
descartaron la síntesis de sgmRNAs alternativos en células infectadas con 
cualquiera de los mutantes rPEDV-NCPB, incluidos los mutantes rPEDV-N3 y 
rPEDV-N4 (datos no mostrados). 
 
 
Figura 26. Análisis de la síntesis de RNA viral de los mutantes rPEDV-NCPB en cultivos 
celulares. Se infectaron células Vero a una moi de 1 con el virus parental rPEDV-CM1 (Nwt, 
rojo) y los virus mutantes rPEDV-N1 (N1, negro), rPEDV-N2 (N2, azul), rPEDV-N3 (N3, verde) y 
rPEDV-N4 (N4, morado). Se analizaron, mediante RT-qPCR, la replicación (A) y la transcripción 
viral (B) a los tiempos indicados después de la infección. Los datos representan la media de tres 
infecciones independientes. Las barras de error indican la desviación estándar en cada caso. 
 
Estos datos indicaron que los cambios en el CPB del gen N de PEDV afectaron 
distintos aspectos del ciclo viral. Especialmente, en el virus mutante rPEDV-N4, 
los cambios en el gen N causaron una disminución significativa en la síntesis de 
RNA viral, que correlacionó con un título viral menor que el del virus parental. 
Cabe destacar que, como se ha descrito anteriormente, los cambios en el CPB 
del gen N no modificaron la secuencia de la proteína N. Sin embargo, podrían 
afectar a la cinética de acumulación de la proteína, tal como se ha descrito en 
otros sistemas (Mueller, S., y col., 2010b). Al analizar mediante Western-blot la 
acumulación de la proteína N en células infectadas, no se observaron diferencias 
significativas entre los mutantes y el virus parental (datos no mostrados y Fig. 
27), excepto una disminución en la cantidad de la proteína N en el caso de las 
células infectadas con el virus rPEDV-N4 (Fig. 27). Resultados similares se han 
descrito en el caso de mutantes en el CPB de varios genes de DENV (Stauft, C. 
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B., y col., 2018). Sin embargo, no se podía descartar que las diferencias en los 
títulos virales y en la síntesis de RNA viral en cada uno de los mutantes 
estuviesen afectando a la acumulación de proteína N. Para analizar cómo el 
efecto del cambio en el CPB afectaba específicamente a la proteína N, se intentó 
detectar la acumulación de varias nsps virales. Se testaron anticuerpos 
específicos para las proteínas nsp2, nps3, nsp4, nps5 y nsp8 del HCoV-229E, y 
para las proteínas nsp3, nps12 y nsp14 de TGEV (apartado 8 de Materiales y 
Métodos). Desgraciadamente, ninguno de los anticuerpos testados reconoció 
bandas específicas en las células infectadas de tamaño compatible con las 
correspondientes nsps de PEDV (datos no mostrados). 
 
Figura 27. Acumulación de la proteína N en células infectadas con los mutantes rPEDV-
NCPB. Se infectaron células Vero a una moi de 1 con el virus parental rPEDV-CM1 (Nwt) y los 
virus mutantes rPEDV-N1 (N1), rPEDV-N2 (N2), rPEDV-N3 (N3) y rPEDV-N4 (N4). Se realizaron 
extractos proteicos a distintos tiempos después de la infección, y en la figura se muestran los 
datos a 10 hpi. Se detectó la proteína N y la -actina, como control de carga, utilizando 
anticuerpos específicos. 
 
Por tanto, el posible efecto específico del cambio en el CPB del gen N tanto en 
la cinética de acumulación de la proteína N, como en la estabilidad del mRNA de 
la N, deberá ser analizado en el futuro utilizando técnicas alternativas y nuevos 
reactivos. 
 
3.1.3. Virulencia de los virus mutantes rPEDV-NCPB 
La patogenicidad de los mutantes rPEDV-NCPB se evaluó en lechones de cinco 
días de edad que se inocularon oralmente con 106 TCID50/animal. Todos los 
mutantes replicaban eficientemente en los tejidos diana (Fig. 28). Cabe destacar 
que el comportamiento de los virus mutantes in vivo fue diferente al observado 
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en cultivos celulares. En el caso de los mutantes rPEDV-N2 y rPEDV-N3, tanto 
los títulos (Fig. 28A) como la acumulación de gRNA viral (Fig. 28B) en intestino 
fueron ligeramente menores que los del virus parental, sin llegar a ser diferencias 
significativas. El virus rPEDV-N1 alcanzó un título 25 veces menor que el virus 
parental (Fig. 28A), siendo la acumulación de gRNA viral similar a la del virus 
parental (Fig. 28B). Por último, el virus rPEDV-N4, que mostró un crecimiento y 
síntesis de RNA viral inferiores al resto de mutantes en cultivos celulares, 
también mostró la menor acumulación de gRNA en el intestino de los animales 
infectados, con niveles de hasta 200 veces menos que el virus parental (Fig. 
28B). En cambio, presentó títulos virales similares al virus parental (Fig. 28A). 
 
Figura 28. Replicación de los virus mutantes rPEDV-NCPB in vivo. Se inocularon oralmente 
lechones de 5 días de edad con 106 TCID50/animal del virus parental rPEDV-CM1 (Nwt, rojo) y 
los virus mutantes rPEDV-N1 (N1, negro), rPEDV-N2 (N2, azul), rPEDV-N3 (N3, verde) y rPEDV-
N4 (N4, morado). Se analizaron el título viral (A) y la acumulación de RNA genómico (B) en el 
intestino de los animales a diferentes días después de la inoculación. Los datos representan la 
media de tres animales independientes. Las barras de error indican la desviación estándar en 
cada caso. 
 
Se secuenció el gen N a partir del RNA extraído del intestino de los animales a 
los días 4 y 6 después de la infección. Todas las mutaciones silenciosas 
introducidas en los mutantes se mantuvieron en el genoma de los virus aislados 
de intestino (datos no mostrados). En conjunto, los datos obtenidos indicaron 
que el efecto del cambio en el CPB del gen N de PEDV fue dependiente de tipo 
celular, y que, al igual que ocurría en cultivos celulares, afectaba la replicación 
de los mutantes en el intestino de los animales infectados. 
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Los animales no infectados ganaron peso y no mostraron ningún signo clínico 
(Fig. 29). Todos los animales infectados, tanto con el virus parental rPEDV-CM1 
como con los mutantes rPEDV-NCPB, perdieron peso, aunque los inoculados con 
el virus rPEDV-N4 comenzaron a ganar peso a partir del día 4 después de la 
inoculación (Fig. 29A), lo que sugería que se recuperaron de la infección. 
Curiosamente, se obtuvo un rango de virulencia que fue desde una 
supervivencia del 30% para los animales infectados con el virus rPEDV-N3, al 
100% de supervivencia para los infectados con el virus rPEDV-N2 (Fig. 29B). 
Los animales infectados con los virus rPEDV-N2 y rPEDV-N4 presentaron una 
diarrea severa que remitió a las 96 horas después de la inoculación, en 
comparación con los animales infectados con el virus parental (Fig. 29C). Esta 
remisión de signos clínicos estaba de acuerdo con la mayor supervivencia de los 
animales infectados con los virus rPEDV-N2 y rPEDV-N4, que fue del 100% y 
del 80% respectivamente (Fig. 29B). Por el contrario, los animales infectados con 
los mutantes rPEDV-N1 y rPEDV-N3 presentaron signos clínicos moderados 
(Fig. 29C) pese a causar la muerte del 40% y el 30% de los animales 
respectivamente (Fig. 29B). La diseminación viral en las heces de los animales 
infectados fue muy similar en todos los casos (Fig. 29D), excepto en el caso de 
los lechones infectados con el mutante rPEDV-N1, en los que el gRNA en heces 
fue 50 veces menor que en el resto (Fig. 29D). Este dato correlacionó con el 




Figura 29. Virulencia de los virus mutantes rPEDV-NCPB. Se inocularon lechones de 5 días 
de edad con 106 TCID50/animal del virus parental rPEDV-CM1 (Nwt, rojo) y de los virus mutantes 
rPEDV-N1 (N1, negro), rPEDV-N2 (N2, azul), rPEDV-N3 (N3, verde), y rPEDV-N4 (N4, morado). 
Se analizaron la pérdida de peso (A), la supervivencia (B), los signos clínicos (C) y la diarrea (C). 
La carga viral en las heces se evaluó mediante RT-qPCR (D). Los datos representan la media 
de nueve animales independientes. Las barras de error indican la desviación estándar en cada 
caso. 
 
En base a estos resultados, se seleccionó el virus rPEDV-N2 como punto de 
partida para el posterior desarrollo de un candidato a vacuna, dado que este virus 
alcanzó títulos virales elevados en cultivos celulares e in vivo y estaba atenuado, 
causando una supervivencia del 100% en los animales infectados. El virus 
rPEDV-N2 produjo diarrea en los animales infectados, por tanto, era necesario 




3.1.4. Respuesta inmune innata inducida por los mutantes N-CPB 
La diferencia entre los resultados obtenidos en células Vero, deficientes en la 
producción de IFN, y en el ensayo in vivo, así como no correlación entre la 
virulencia y la replicación in vivo de los distintos mutantes NCPB, sugerían 
diferencias en la activación de la respuesta antiviral por cada virus mutante. Para 
analizar la respuesta inmune innata inducida por cada virus mutante rPEDV-
NCPB, se evaluó, mediante RT-qPCR, la expresión de IFN, TNF y TGF en el 
intestino de los animales inoculados con los virus mutantes rPEDV-NCPB en 
comparación con los animales inoculados con el control parental rPEDV-CM1. 
La acumulación de estas tres citoquinas en el intestino de todos los animales 
infectados aumentó con el tiempo de infección y respecto a los niveles 
observados en animales sin infectar (Fig. 30). En el caso del TNF, se observó 
una menor acumulación en el caso de los animales infectados con los virus 
mutantes rPEDV-N1 y rPEDV-N2, comparados con los observados en los 
animales infectados con el virus parental (Fig. 30A). En contraste, los animales 
infectados con los virus rPEDV-N3 y rPEDV-N4 acumularon más mRNA de TNF 
que los infectados con el virus parental rPEDV-CM1 (Fig. 30A). Estos datos 
correlacionaron con los cambios en la frecuencia de CpG (Tabla 8 de esta 
sección), con una disminución en los mutantes rPEDV-N1 y rPEDV-N2 y un 
aumento en los mutantes rPEDV-N3 y rPEDV-N4. El aumento en la producción 
de citoquinas pro-inflamatorias causado por un aumento en la frecuencia de CpG 
se ha descrito para otros virus RNA como IAV o el virus de la fiebre aftosa 
(FMDV) (Gaunt, E., y col., 2016;Vabret, N., y col., 2017;Diaz-San Segundo, F., y 
col., 2016). 
Excepto en el caso de los lechones infectados con el mutante rPEDV-N1, no se 
observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA del IFN entre los 
animales infectados con los distintos mutantes y con el virus parental (Fig. 30B). 
En el caso del mutante rPEDV-N1, indujo niveles menores de IFN, comparado 
con el virus parental (Fig. 30B). Se ha descrito que mutantes de PEDV que 
inducen una activación de la producción de IFN, tanto de tipo I como de tipo III, 
están atenuados (Deng, X., y col., 2019;Hou, Y., y col., 2019). Por tanto, la menor 
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inducción de IFN por el virus mutante rPEDV-N1 podría contribuir a su 
virulencia, aún causando unos síntomas clínicos menores que el virus parental. 
En el caso del TGF, no se observaron diferencias significativas en la 
acumulación en intestino entre los virus mutantes y el virus parental, con la 
excepción de los animales infectado con el mutante rPEDV-N2 (Fig. 30C). En 
este caso, se produjo un incremento en la acumulación de TGF, especialmente 
a 2 dpi (Fig. 30C). Esta citoquina regula la producción, desarrollo y supervivencia 
de las células T (Li, C. K., y col., 2008). Entre ellas, de las células NK, cuyo 
aumento se ha relacionado con una menor virulencia de PEDV (Annamalai, T., 
y col., 2015). Además, el TGF tiene actividad antiinflamatoria (Yoshimura, A., y 
col., 2010) y un aumento en TGF se ha relacionado con una mayor 
supervivencia de los animales infectados por PEDV (Langel, S. N., y col., 2019). 
Por tanto, el aumento en los niveles de esta citoquina en los animales infectados 
con el virus mutante rPEDV-N2 correlacionaría con la mayor supervivencia 
observada. 
En conjunto, este análisis preliminar de la respuesta inmune innata inducida por 
los virus mutantes rPEDV-NCPB sugirió que los cambios en la secuencia del gen 
de la N modulaban la virulencia de estos virus, en parte debido a cambios en la 




Figura 30. Análisis de la expresión de citoquinas en los animales infectados por los 
mutantes rPEDV-NCPB. Se extrajo el RNA total del intestino de lechones de cinco días no 
infectados (gris) o infectados oralmente con 106 TCID50/animal del virus parental rPEDV-CM1 
(rojo) y de los virus mutantes rPEDV-N1 (negro), rPEDV-N2 (azul), rPEDV-N3 (verde), y rPEDV-
N4 (morado). Se analizó, mediante RT-qPCR, la acumulación de los mRNAs de TNF (A), IFN 
(B) y TGF (C) a los tiempos indicados después de la infección. En todos los casos, se utilizó el 
mRNA de GUSB como referencia, y los valores se representaron relativos a los obtenidos en los 
animales no infectados. Los datos representan la media de tres animales independientes. Las 
barras de error indican la desviación estándar en cada caso. 
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3.2. Generación de virus rPEDV con duplicaciones de las TRSs 
3.2.1. Identificación de las TRSs en el genoma del rPEDV-CM1 
En el genoma de CoVs existe un solapamiento de los genes virales, tanto en las 
secuencias codificantes como en las secuencias que las flanquean y regulan su 
transcripción, denominadas TRSs (Sola, I., y col., 2015). Trabajos previos de 
nuestro grupo (Ortego, J., y col., 2003) y los resultados mostrados en el apartado 
1 de esta sección de la tesis (Pascual-Iglesias, A., y col., 2019) han demostrado 
que la duplicación de las TRSs, con el fin de evitar este solapamiento entre 
genes, y la introducción de sitios únicos de restricción, resulta en la atenuación 
viral. 
Las TRSs de la cepa de PEDV CV777 se determinaron experimentalmente 
incluso antes de conocerse la secuencia completa del virus (Tobler, K.y 
Ackermann, M., 1998). Al contrario de lo que sucede en otros coronavirus (Sola, 
I., y col., 2015), solo se identificó un hexanucleótido central conservado (5'-
CUAAAC-3') en el extremo 3' del líder y precediendo al gen N. Este hecho, junto 
con que la cepa CV777 pertenece al genogrupo G1, mientras que la cepa 
USA/Iowa/18984/2013 (en la que se basó el virus rPEDV-CM1) pertenece al 
genogrupo G2, indicó la necesidad de determinar experimentalmente las TRSs 
del rPEDV-CM1. Para ello, se amplificaron específicamente los sgmRNAs que 
codifican las proteínas S, 3, E, M y N y se secuenciaron los productos 
amplificados. El análisis de los sitios de fusión entre el líder y el gen identificó 
unas TRSs muy conservadas respecto a las descritas para la cepa CV777 
(Utiger, A., y col., 1995) (Fig. 31), con variaciones en las 3'-TRSs de los genes 
M y N. Un análisis reciente de las TRSs de la cepa PEDV TW, también del 
genogrupo G2, ha identificado TRSs muy similares a las determinadas en esta 
tesis doctoral (Tsai, T. L., y col., 2018b). Como era de esperar, se ha descrito 
que los cambios en las 3'TRSs respecto a la cepa CV777, alteran los niveles de 






Figura 31. Identificación de las TRSs del virus rPEDV-CM1. Se analizaron las secuencias en 
las zonas de unión entre el líder y el cuerpo de los mRNAs virales. Las secuencias en las cajas 
de colores corresponden a la secuencia del genoma viral en la zona de la fusión. La secuencia 
inferior representa la secuencia del líder (Ld). La CS del líder aparece en una caja azul oscura. 
Las barras verticales indican identidad de secuencia, con letras rojas en el posible sitio de fusión. 
El entrecruzamiento de secuencias puede ocurrir en cualquier nucleótido debajo de las flechas. 
 
Una vez identificadas las TRSs, se diseñaron varios cDNAs infectivos basados 
en el pBAC-PEDV-N2 (apartado 3.1 de esta sección) a los que se añadieron dos 
(TRS-3 y TRS-E), tres (TRS-3, TRS-E y TRS-M) y cuatro (TRS-3, TRS-E, TRS-
M, y TRS-N) duplicaciones de las TRS (Fig. 32), generándose los clones 
infectivos pBAC-PEDV-2RS-N2, pBAC-PEDV-3RS-N2 y pBAC-PEDV-4RS-N2, 
respectivamente. Además, se introdujeron sitios únicos de restricción 
precediendo cada duplicación de las TRSs de los genes 3, E, M y N del rPEDV-




















Figura 32. Diseño de las duplicaciones de las TRS e introducción de sitios de restricción. 
El esquema superior representa el virus parental rPEDV-CM1. Los nombres en las cajas indican 
los genes virales. L, secuencia líder; An, poli-A. En los esquemas inferiores se representan las 
modificaciones en las TRSs de los genes 3 (TRS-3), E (TRS-E), M (TRS-M) y N (TRS-N). Las 
secuencias duplicadas están indicadas en cajas de color azul claro y las dianas de restricción 
introducidas se indican en cursiva. Cada gen se representa en las cajas con los mismos colores 
que en el esquema del virus, indicando el codón de parada y de inicio. 
 
3.2.2. Rescate y caracterización de los virus rPEDV-RS-N2 
Los virus rPEDV-2RS-N2, rPEDV-3RS-N2 y rPEDV-4RS-N2 se rescataron 
después de la transfección de las células Vero con los cDNAs correspondientes. 
En todos los casos se observó un efecto citopático que consistía en la formación 
de sincitios, aunque este efecto estaba significativamente retrasado en el caso 





























Figura 33. Efecto citopático en células infectadas con los virus mutantes rPEDV-3RS-N2 y 
rPEDV-4RS-N2. Se infectaron células Vero a una moi de 0.1 con el virus parental rPEDV-N2 y 
los virus mutantes rPEDV-3RS-N2 y rPEDV-4RSN2. Las células no infectadas (Mock) o 
infectadas se fijaron a 48 hpi, y la proteína N se marcó con un anticuerpo específico (verde). 
 
En cinéticas de crecimiento en cultivos celulares preliminares, el mutante rPEDV-
4RS-N2 presentó un retraso de 24 h en alcanzar los títulos máximos, con 
respecto al virus parental rPEDV-N2 (Fig. 34). Este resultado estaba de acuerdo 
con el retraso observado en el efecto citopático. Sin embargo, los mutantes 
rPEDV-2RS-N2 y rPEDV-3RS-N2 presentaron cinéticas de crecimiento similares 




Figura 34. Cinética de crecimiento de los virus rPEDV-N2, rPEDV-2RS-N2, rPEDV-3RS-
N2 y rPEDV-4RS-N2. Se infectaron células Vero a una moi de 0.01 con los virus rPEDV-N2 
(azul) como control, rPEDV-2RS-N2 (verde), rPEDV-3RS-N2 (naranja) y rPEDV-4RS-N2 
(magenta). Se analizó el título viral a distintos tiempos después de la infección. Los datos 
representan la media de dos infecciones independientes. Las barras de error indican la 
desviación estándar en cada caso. 
 
En un futuro próximo se completará el estudio en cultivos celulares y se evaluará 
la virulencia de los virus mutantes rPEDV-2RS-N2, rPEDV-3RS-N2 y rPEDV-
4RS-N2, así como su estabilidad genética, con el fin de determinar si la 































modificación del CPB del gen N junto con la duplicación de las TRSs es suficiente 
para generar un candidato a vacuna más seguro. 
 
3.3. Generación de virus rPEDV con eliminación de secuencias cortas en el 
gen de la proteína E 
Como se ha expuesto anteriormente, la proteína E es un factor de virulencia cuyo 
requerimiento es variable en distintos CoVs (DeDiego, M. L., y col., 2014). 
Previamente, en nuestro laboratorio se han obtenido candidatos a vacuna para 
SARS-CoV (Regla-Nava, J. A., y col., 2015) y MERS-CoV (J. Gutierrez-Alvarez, 
I. Sola y L. Enjuanes, manuscrito en preparación) basados en pequeñas 
deleciones en la proteína E. Es más, la combinación de este tipo de mutaciones, 
junto con pequeñas deleciones en la proteína nsp1 permitió la obtención de un 
candidato a vacuna para SARS-CoV genéticamente estable tanto en cultivos 
celulares como in vivo (Jimenez-Guardeno, J. M., y col., 2015). 
Con el fin de desarrollar un candidato a vacuna mejorado, basado en el virus 
rPEDV-N2 (apartado 3.1 de esta sección), en paralelo con la estrategia de 
duplicación de las TRSs, se diseñaron virus mutantes con eliminaciones 
pequeñas de secuencia en el carboxilo terminal de la proteína E (Fig. 35A). Se 
generaron tres mutantes parcialmente solapantes (∆E1, ∆E2 y ∆E3) atendiendo 
a la conservación de residuos en las proteínas E de distintos CoVs, así como a 
la información previa obtenida por nuestro grupo (Regla-Nava, J. A., y col., 2015). 
Estas mutaciones se introdujeron en el cDNA infectivo pBAC-PEDV-N2, 
obteniéndose los clones infectivos pBAC-PEDV-∆E1-N2, pBAC-PEDV-∆E2-N2 y 
pBAC-PEDV-∆E3-N2. 
En ninguno de los casos se obtuvo virus infectivo a partir de la transfección de 
los cDNAs correspondientes. Sin embargo, se comprobó que los virus eran 






Figura 35. Diseño de virus rPEDV-N2 con eliminación de secuencias en la proteína E. (A) 
Esquema de los mutantes de PEDV en la proteína E. En la parte superior se representa el 
genoma del virus rPEDV-N2. La región expandida muestra la secuencia de la proteína E y sus 
diferentes dominios. Loa aminoácidos eliminados en cada mutante se indican con los cuadros 
rojos. (B) Se extrajo el RNA total de las células Vero del p0 y p1 después de la transfección de 
los cDNAs infectivos. Se analizó la presencia del sgmRNA-N como indicador de la síntesis de 
RNA viral. Se indica el resultado para las células no infectadas (Mock), así como para las células 
infectadas con los virus parentales rPEDV-CM1 (WT) y rPEDV-N2 (N2), y los virus mutantes 
rPEDV-∆E1-N2 (∆E1-N2), rPEDV-∆E2-N2 (∆E2-N2) y rPEDV-∆E3-N2 (∆E3-N2). 
 
Estos datos indicaron que los virus rPEDV que contenían las deleciones en la 
proteína E eran eficientes en replicación y defectivos en propagación. Estos virus 
podrían ser la base de un candidato a vacuna administrado como replicón y, por 









































Las vacunas vivas atenuadas son una de las mejores opciones para proteger 
frente a la infección por PEDV, dado que las vacunas basadas en antígenos no 
replicativos, como por ejemplo las vacunas inactivadas, protegen sólo 
parcialmente, en parte porque inducen una inmunidad en mucosas ineficiente 
(Crawford, K., y col., 2016;Langel, S. N., y col., 2016). Sin embargo, las vacunas 
vivas atenuadas tradicionales, obtenidas por pases seriados en cultivos 
celulares, no son eficaces para controlar la infección, como se ha observado al 
administrarlas extensivamente en países en los que han surgido las nuevas 
cepas virulentas de PEDV (Song, D., y col., 2015a;Sun, D., y col., 2016). Por 
ello, es necesario desarrollar nuevas vacunas vivas atenuadas, que sean 
eficaces y seguras, para proteger frente a las nuevas cepas virulentas de PEDV. 
Durante la realización de esta tesis doctoral se han generado, mediante 
genética reversa, virus atenuados como candidatos a vacuna. Primero, estos se 
basaron en un virus quimérico TGEV-PEDV que, evaluado en el hospedador 
natural, lechones jóvenes, indujo una respuesta humoral neutralizante específica 
para el PEDV, que indujo una elevada protección frente al desafío con un PEDV 
virulento. Por otro lado, se ha generado un cDNA infectivo para una cepa 
virulenta de PEDV. Tomando como base este virus, se han diseñado distintas 
estrategias de atenuación del PEDV para la obtención de una vacuna viva 
atenuada. 
 
1. EL VIRUS rTGEV-RS-SPEDV COMO CANDIDATO A VACUNA 
Este virus quimérico, formado por el virus TGEV en el que se ha sustituido el 
dominio extraviral por el de la proteína S de una cepa virulenta del PEDV, 
contenía mutaciones atenuantes localizadas en distintas regiones del genoma 
viral. Por el contrario, las vacunas vivas atenuadas tradicionales contienen 
mutaciones no controladas en todo el genoma viral, introducidas durante los 
pases en cultivos celulares. Este tipo de vacunas, después de varios pases in 
vivo, frecuentemente han llevado a la reversión al fenotipo virulento (Li, R., y col., 
2016). De hecho, varias de las cepas epidémicas que circulan actualmente en 
Asia provienen de las vacunas vivas atenuadas que se llevan utilizando desde 
hace años.         
El candidato a vacuna rTGEV-RS-SPEDV tiene la ventaja de replicar en el 
yeyuno de los animales infectados tan eficientemente como el virus control 
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virulento, pero sin causar una patología significativa y probablemente induciendo 
una respuesta protectora mediada por IgAs. De hecho, los animales vacunados 
con este virus se protegieron frente al desafío con un PEDV virulento. En cambio, 
las vacunas atenuadas tradicionales presentan una gran reducción en su 
replicación en el tracto entérico, debido a su adaptación a cultivos celulares (Lin, 
C. M., y col., 2017). Como consecuencia, estas vacunas no replican a un nivel lo 
suficientemente alto para inducir la producción de IgAs y una buena respuesta 
inmune lactogénica (Chattha, K. S., y col., 2015;Langel, S. N., y col., 2016;Lin, 
C. M., y col., 2019). 
El virus parental rTGEV-SPEDV, generado en esta tesis, se asimila al SeCoV 
y, como demuestran nuestros datos, es virulento en lechones de cinco días de 
edad. Sin embargo, el virus mutante rTGEV-RS-SPEDV, utilizado como candidato 
a vacuna, estaba atenuado. Existen varias diferencias genéticas que permitirían 
discriminar entre animales infectados con SeCoV y vacunados con el rTGEV-
RS-SPEDV, tales como: (1) el virus rTGEV-RS-SPEDV no contiene el gen S de 
PEDV completo, (2) expresa la proteína 3a de TGEV, y (3) debido a la cepa de 
TGEV utilizada para generar el cDNA infectivo, no expresa la proteína 3b de 
TGEV (Zuniga, S., y col., 2004).  
El candidato a vacuna rTGEV-RS-SPEDV fue genéticamente estable en 
cultivos celulares; sin embargo, in vivo el virus cambió su secuencia. Por tanto, 
por bioseguridad se debe seleccionar por pases in vivo y por genética reversa 
variantes del mismo que sean atenuados y estables. El candidato a vacuna 
optimizado deberá mantener un balance entre la disminución de la replicación y 
la inducción de una respuesta inmune eficiente. 
La estrategia aplicada a la obtención de una vacuna basada en la generación 
del virus recombinante rTGEV-RS-SPEDV se poa otros CoVs, incluso alejados 
filogenéticamente, como ha demostrado previamente nuestro grupo (Ribes, J. 
M., y col., 2011). Por tanto, supone una aproximación versátil y rápida para el 
desarrollo de vacunas vivas atenuadas, especialmente aplicable a los nuevos 
CoVs entéricos porcinos emergentes. 
 
2. INGENIERÍA GENÉTICA Y VACUNAS PARA PEDV 
El uso de sistemas de genética reversa permite modificaciones selectivas y 
controladas en el genoma de los virus, lo que supone un gran progreso para la 
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obtención de vacunas vivas atenuadas eficaces y seguras (Enjuanes, L., y col., 
2016;Zuñiga, S., y col., 2016). Además, este tipo de estrategias permiten acortar 
el tiempo necesario entre el desarrollo de una vacuna y la aprobación de su uso 
(Papaneri, A. B., y col., 2015;Rappuoli, R., 2014). 
Durante mucho tiempo, la generación de clones infectivos de CoVs estuvo 
limitada por el gran tamaño de su genoma y la existencia de regiones tóxicas en 
los genes de la replicasa, que impedían su clonaje y crecimiento en bacterias. El 
primer cDNA infectivo derivado de CoVs se construyó en nuestro laboratorio para 
el TGEV y se ensambló en un BAC (Almazan, F., y col., 2000). Posteriormente, 
esta estrategia también se ha empleado para desarrollar clones infectivos para 
el SARS-CoV, el HCoV-OC43, el coronavirus felino (FIPV) y el MERS-CoV 
(Almazan, F., y col., 2006;Almazan, F., y col., 2014;Balint, A., y col., 2012;St-
Jean, J. R., y col., 2006). Existen otras estrategias para la generación de clones 
infectivos de CoVs, que se han utilizado para la construcción de clones infectivos 
de los virus TGEV, HCoV-229E, MHV, IBV, SARS-CoV, HCoV-NL63, FIPV y 
MERS-CoV (Almazan, F., y col., 2014;Casais, R., y col., 2001;Coley, S. E., y col., 
2005;Donaldson, E. F., y col., 2008;Scobey, T., y col., 2013;Tekes, G., y col., 
2012;Thiel, V., y col., 2001;van den Worm, S. H., y col., 2012;Youn, S., y col., 
2005;Yount, B., y col., 2002;Yount, B., y col., 2005). 
Una de las dificultades para generar un clon infectivo de PEDV, fue la 
selección del genoma viral, dado que la mayor parte de secuencias virales en 
GenBank proceden de muestras biológicas, y se ha estimado que sólo entre un 
2 y 10% de virus PEDV procedentes de muestras de campo son aislados en 
cultivos celulares (Oka, T., y col., 2014). Para la realización de esta tesis, se 
eligió la cepa virulenta PEDV USA/IOWA/18984/2013, que se aisló a partir de 
muestras biológicas y mantenía la virulencia después de seis pases en cultivos 
celulares (Hoang, H., y col., 2013;Madson, D. M., y col., 2014;Madson, D. M., y 
col., 2016). Nuestros resultados confirman estas observaciones y además 
probaron que un cDNA infectivo con la secuencia de este aislado viral daba lugar 
a un virus recombinante virulento. 
Durante el desarrollo de esta tesis, otros grupos han descrito cDNAs infectivos 
de PEDV. Tres de ellos, siguiendo la tecnología previamente descrita por nuestro 
laboratorio, utilizan BACs. Estos grupos obtuvieron el cDNA de una cepa de 
Tailandia adaptada a cultivos (AVCT12) (Jengarn, J., y col., 2015), y otros dos 
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cepas chinas: la cepa atenuada CHM2013 y la cepa virulenta BJ2011C (Li, J., y 
col., 2017). Hasta la fecha, estos cDNAs infectivos únicamente se han utilizado 
como herramientas para estudiar aspectos básicos de la infección viral en 
cultivos celulares, y ninguno de ellos se ha utilizado para el desarrollo de 
candidatos a vacuna. Los otros tres cDNAs infectivos se han generado mediante 
ligación in vitro, para la cepa china virulenta AH2012/12 (Fan, B., y col., 2017), 
una cepa virulenta de EE.UU (PC22A) (Beall, A., y col., 2016) y una cepa 
atenuada aislada en Taiwan PEDVPT-P96 (Kao, C. F., y col., 2018). En el caso 
de la cepa de Taiwan, el virus recombinante obtenido se ha propuesto como 
candidato a vacuna, dado que protege frente a un desafío homólogo (Kao, C. F., 
y col., 2018). Sin embargo, al estar basado en la cepa PEDVPT-P96, atenuada 
mediante pases seriados en cultivos celulares, presenta los mismos problemas 
de posible reversión al fenotipo virulento que las vacunas vivas atenuadas 
tradicionales. 
Recientemente, utilizando el cDNA infectivo del PEDV PC22A, se ha 
generado el primer candidato a vacuna en el que el virus se ha atenuado 
introduciendo cambios específicos en el genoma viral (Hou, Y., y col., 2019). 
Este candidato a vacuna (PC22A-KDKE4A-SYA) contiene cinco mutaciones 
puntuales: una que elimina la señal de endocitosis en la proteína S, que atenua 
parcialmente al virus (Hou, Y., y col., 2019), y cuatro mutaciones puntuales en la 
nsp16, que suprimen la actividad 2-O-MTasa. Este tipo de mutaciones en la 
nsp16 se han utilizado previamente para atenuar otros CoVs como el SARS-CoV 
(Menachery, V. D., y col., 2014) o MERS-CoV (Menachery, V. D., y col., 2017). 
El mecanismo que media la atenuación de estos mutantes es la mayor inducción 
de IFN durante la infección por el virus mutante sin actividad 2-O-MTasa (Zust, 
R., y col., 2011). De hecho, el virus PC22A-KDKE4A-SYA induce una mayor 
respuesta de IFN tipo I y tipo III en células porcinas (Hou, Y., y col., 2019). 
Aunque el candidato a vacuna es estable durante tres pases in vivo (Hou, Y., y 
col., 2019), su seguridad podría no ser suficiente, al contener únicamente cinco 
mutaciones puntuales en dos posiciones del genoma. El aspecto de la seguridad 
es especialmente relevante, dado que el virus PC22A-KDKE4A-SYA produce 




En contraste, las estrategias de atenuación propuestas en esta tesis incluyen 
la introducción de múltiples cambios en al menos, dos localizaciones del 
genoma. En uno de los casos, la generación del mutante rPEDV-N2, implicó la 
introducción de 191 mutaciones silenciosas y, además, la duplicación de al 
menos dos TRSs, o la eliminación de pequeñas secuencias en el gen de la 
proteína E. Estas estrategias, muy probablemente, suponen un aumento en la 
seguridad de nuestro candidato a vacuna, dado que la reversión al fenotipo 
virulento sería mas complicada que en el caso del candidato a vacuna PC22A-
KDKE4A-SYA recientemente descrito. 
 
3. CONSTRUCCIÓN DE UNA VACUNA PARA EL PEDV MEDIANTE EL 
CAMBIO EN EL CPB Y MODULACIÓN DE LA VIRULENCIA 
El trabajo realizado en esta tesis con el cDNA infectivo de PEDV se basa en 
parte en la biología sintética utilizada previamente (Wimmer, E.y Paul, A. V., 
2011;Martinez, M. A., y col., 2016). De hecho, implica la obtención de un virus 
recombinante rPEDV diseñado a partir de una secuencia obtenida de GenBanK, 
sintetizadas químicamente, y el diseño y obtención de virus PEDV mutantes con 
secuencias que no existen en la naturaleza, como en el caso de los mutantes 
con cambios en el CPB del gen N. Los cuatro virus rPEDV-NCPB diseñados 
fueron todos viables y no se mantuvieron viables con los pases, algo que no 
siempre ocurre al hacer cambios en el CPB de uno o varios genes, tal como se 
ha observado para los virus VSV (Wang, B., y col., 2015), Dengue (Stauft, C. B., 
y col., 2018) o Zika (Li, P., y col., 2018). Posiblemente, el éxito en el rescate de 
los virus se debió, en parte, a la selección del gen de la proteína N para el cambio 
del CPB. Esta proteína posee funciones muy relevantes tanto para el virus como 
en la interacción con el hospedador (Almazan, F., y col., 2004;Liwnaree, B., y 
col., 2019;McBride, R., y col., 2014;Schelle, B., y col., 2005;Surjit, M.y Lal, S. K., 
2008;Zhang, Q.y Yoo, D., 2016;Zuñiga, S., y col., 2016), pero no una actividad 
enzimática crítica para las primeras etapas del ciclo viral, como por ejemplo la 
actividad RdRp, o las proteasas virales. Por otro lado, se evitaron cambios 
extremos en el CPB, que en general no eran tolerados en otros sistemas virales 
(Wang, B., y col., 2015;Stauft, C. B., y col., 2018). 
El cambio en el CPB se ha propuesto como una estrategia segura para el 
diseño de vacunas vivas atenuadas, por la dificultad en la reversión al fenotipo 
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virulento, dado el elevado número de mutaciones silenciosas que se introducen 
en el genoma viral (Wimmer, E.y Paul, A. V., 2011;Martinez, M. A., y col., 2016). 
De hecho, en nuestro caso, la generación de los virus mutantes supuso la 
introducción de entre 118 y 280 mutaciones en el genoma de cada uno de los 
virus. En los virus generados se comprobó la ausencia de alteraciones en las 
secuencias diseñadas en los virus recuperados tanto del intestino de los 
lechones infectados con estos virus, aislados de las heces de los lechones 
infectados. Es interesante destacar que, hasta la fecha, sólo en el caso de 
mutantes de poliovirus generados utilizando la misma aproximación 
experimental, también se ha comprobado la estabilidad genética después de 19 
pases en cultivos celulares  (Coleman, J. R., y col., 2008b). Así mismo, en los 
pases in vivo sólo en el caso de un mutante de PRRSV con cambios en el CPB 
de la glicoproteína 5 también se mantuvo la secuencia de virus creado por 
genética revesa (Ni, Y. Y., y col., 2014). 
En nuestro laboratorio, el diseño de los mutantes rPEDV-NCPB dio lugar a 
virus con un rango amplio de virulencia. Cabe destacar que, en la mayoría de los 
virus en los que se ha aplicado esta estrategia, se han generado mutantes que 
modifican el CPB de uno o varios genes diana. En ese sentido, el mutante 
rPEDV-N4 generado en esta tesis se comportó como mutantes similares 
descritos para otros virus: disminuyó su replicación, la síntesis de RNA viral, la 
acumulación de la proteína N y estaba atenuado, probablemente por aumento 
en la frecuencia de xxCpGxx, dado que induce la respuesta inmune del 
hospedador, aunque causaba cierta enteritis (Coleman, J. R., y col., 
2008b;Mueller, S., y col., 2010b;Ni, Y. Y., y col., 2014;Wang, B., y col., 2015;Le 
Nouen, C., y col., 2014;Shen, S. H., y col., 2015;Stauft, C. B., y col., 2018;Stauft, 
C. B., y col., 2019;Li, P., y col., 2018). 
Únicamente en el caso de poliovirus y del VSV se han descrito mutantes que 
aumentan el CPB del gen diana, que mantienen la virulencia o atenúan el virus, 
respectivamente (Coleman, J. R., y col., 2008b;Wang, B., y col., 2015). El 
mutante rPEDV-N1 generado en esta tesis mantuvo la virulencia del virus 
parental, a pesar de que disminuyeron significativamente tanto el título viral en 
el intestino como la diseminación del virus en heces, y se redujeron los signos 
clínicos. Cabe destacar que el mutante rPEDV-N1 redujo la respuesta inmune 
innata en el intestino, con una disminución de los mRNAs de TNF e IFN, 
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probablemente debido en parte a la disminución en la frecuencia de xxCpGxx. 
Este virus se comportó como el mutante previamente descrito de VSV, en el que 
disminuyen tanto los títulos como la respuesta pro-inflamatoria in vivo, lo que en 
ese caso conduce a la atenuación viral (Wang, B., y col., 2015). Será interesante 
investigar en el futuro el mecanismo por el que la disminución observada en la 
respuesta inmune innata favoreció la virulencia de PEDV. En el caso del mutante 
rPEDV-N2, se comportó como el mutante descrito previamente para poliovirus 
(Coleman, J. R., y col., 2008b), en el que no cambiaron los títulos virales in vivo 
ni los signos clínicos respecto al virus parental, y sin embargo se comportó como 
el mutante descrito para VSV (Wang, B., y col., 2015), en el que disminuyeron 
ligeramente la acumulación de TNF en IFN y estaba atenuado dado que el 
100% de los animales infectados sobrevivieron a la infección. La disminución en 
la frecuencia de xxCpGxx podría explicar la reducción en la acumulación de 
citoquinas pro-inflamatorias, pero no el fenotipo atenuado, dado al que en el caso 
del rPEDV-N1 la disminución en la respuesta inmune innata dio lugar a un virus 
virulento. Por tanto, a la atenuación del rPEDV-N2 probablemente también 
contribuyó el aumento en la citoquina anti-inflamatoria TGF relacionada con una 
mayor supervivencia de los animales infectados por PEDV (Langel, S. N., y col., 
2019). Los candidatos a vacuna diseñados durante esta tesis se basaron en este 
virus rPEDV-N2. Cabe destacar que el mutante VSV, atenuado por aumento en 
el CPB, protege frente a un desafío virulento (Wang, B., y col., 2015). 
Mención especial merece el fenotipo inesperado del virus rPEDV-N3, en el 
que se disminuyó el CPB dando lugar a un virus más virulento que el parental. 
El comportamiento que hemos descrito para los mutantes en el CPB es la 
primera vez que se muestra como una disminución en el CPB da lugar a un virus 
virulento, lo que refuerza la imprevisibilidad del resultado del cambio en el CPB 
y la necesidad de explorar la posible ganancia de función, especialmente cuando 
la estrategia del cambio en el CPB se aplica a virus transmitidos por vectores, ya 
que estos cambios son mucho más drásticos en ese caso (Shen, S. H., y col., 
2015;Stauft, C. B., y col., 2018). El aumento de virulencia en el rPEDV-N3 se 
podría deber, al menos en parte, al aumento en la respuesta inmune innata, en 
ausencia de defectos en la replicación viral (a diferencia de lo que ocurrió con el 
virus rPEDV-N4). Sin embargo, ninguno de los parámetros analizado durante 
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esta tesis explicó completamente el fenotipo virulento del rPEDV-N3 y, por tanto, 
se requieren análisis adicionales. 
Entre otros análisis, se ampliará el estudio de la respuesta inflamatoria 
inducida por los mutantes rPEDV-NCPB, analizando la producción de IFN- y 
respuesta de células Th17 en el intestino de los animales infectados, dado que 
las células Th17 son muy relevantes en la protección frente a respuestas pro-
inflamatorias en mucosas, especialmente en intestino y pulmón (Stockinger, B.y 
Omenetti, S., 2017). Estas células se caracterizan por la producción de IL-17, IL-
22 e IL-23, y pueden cooperar con otras citoquinas para la eliminación de 
patógenos entéricos (Stockinger, B.y Omenetti, S., 2017). De hecho, se ha 
demostrado que es necesaria una sinergia entre IFN- e IL-22 para controlar las 
infecciones por rotavirus (Hernandez, P. P., y col., 2015). Además, las células 
Th17 en intestino promueven respuestas mediadas por IgAs y se mantienen 
como una población de células memoria en mucosas, necesaria en re-
infecciones (Christensen, D., y col., 2017). Por último, se ha demostrado que es 
necesario un balance entre células Th17 y células T reguladoras (Treg) para 
evitar respuestas inmunopatológicas perjudiciales después de la infección 
(Sehrawat, S.y Rouse, B. T., 2017). Este balance está modulado por citoquinas 
como IFN-, IL-10, IL-22, TGF, IL-2 o IL-6 (Sehrawat, S.y Rouse, B. T., 2017). 
Actualmente se desconocen, en gran medida, los mecanismos moleculares 
que aumentan la virulencia de las actuales cepas epidémicas de PEDV, en 
comparación con las cepas clásicas. Se ha propuesto que la respuesta inmune 
innata del hospedador podría ser la causa, dado que en cultivos celulares las 
cepas virulentas inducen una mayor activación de NF-B y expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias que las cepas atenuadas (Guo, X., y col., 2016). Sin 
embargo, no existen estudios in vivo en este sentido. La proteína N también se 
ha relacionado con la virulencia del PEDV, dado que induce la activación de NF-
B y la producción de citoquinas pro-inflamatorias (Xu, X., y col., 2013b), 
probablemente por la activación de las rutas iniciadas por receptores de tipo Toll 
(TLRs) (Cao, L., y col., 2015b). Por otro lado, la sobre-expresión de la proteína 
N reduce la producción de IFN (Cao, L., y col., 2015a;Ding, Z., y col., 2014), a 
pesar de que la secuencia de la proteína N no cambia en los mutantes rPEDV-
NCPB generados durante esta tesis. De lo descrito se concluye que estos virus 
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son una herramienta valiosa que permitirá estudiar las bases moleculares de la 
patogénesis de PEDV. 
 
4. ESTRATEGIAS ADICIONALES PARA LA ATENUACIÓN DE PEDV 
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se diseñaron varios virus con 
duplicaciones en las TRSs, con el objetivo de que estuviesen atenuados. El virus 
quimérico rTGEV-RS-SPEDV, se construyó utilizando un recombinante atenuado 
del virus TGEV (Ortego, J., y col., 2003). Además, está atenuación se combinó 
con distintas mutaciones en la proteína N. Una de estas combinaciones dio lugar 
al virus rPEDV-RS-N2. El crecimiento de los virus rTGEV-RS o rTGEV-RS-
SPEDV en cultivos celulares no disminuyó significativamente comparado con el 
del virus parental (Ortego, J., y col., 2003;Pascual-Iglesias, A., y col., 2019). En 
contraste, la cinética de crecimiento del virus rPEDV-4RS-N2 fue 
significativamente más lenta que la del virus parental rPEDV-N2 y alcanzó títulos 
hasta 300 veces menores. Por tanto, nuestros datos preliminares sugieren que 
el virus PEDV era más sensible que el TGEV a las duplicaciones de las TRSs. 
Esta diferencia se podría deber a la combinación de dos factores. Por un lado, 
que se estuviese alterando en exceso la acumulación del mRNA-N2, con una 
secuencia distinta al del mRNA-N silvestre, cuyo efecto no se ha explorado 
completamente durante esta tesis doctoral. Por otro lado, se comprobó que la 
conservación de secuencia en las TRSs es menor en el caso del PEDV que en 
el caso del TGEV. Por tanto, la modificación de las TRSs podría estar dando 
lugar a la generación de sgmRNAs alternativos nuevos, que pudiesen interferir 
con la replicación viral. 
Sería conveniente analizar en el futuro si, partiendo de un virus PEDV 
recombinante atenuado que permita la supervivencia del 100% de los animales 
infectados con el virus rPEDV-N2, la combinación de ambas estrategias de 
atenuación resulta en un virus atenuado que replique eficientemente en el 
intestino. Para ello, se podría analizar la virulencia tanto del virus con cuatro 
entornos de las TRS modificados (rPEDV-4RS-N2), como la de los mutantes 
rPEDV-2RS-N2 y rPEDV-3RS-N2, con dos y 3 de las TRS modificadas. Estos 
experimentos tienen la dificultad de que requieren la evaluación en el 
hospedador natural del PEDV, en laboratorios de alta seguridad biológica, lo que 
es altamente costoso. 
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Como se ha descrito en la sección de resultados, los virus mutantes rPEDV-
∆E1-N2, rPEDV-∆E2-N2 y rPEDV-∆E3-N2, que incluyen pequeñas deleciones 
en el extremo carboxilo terminal de la proteína E, fueron eficientes en replicación 
pero defectivos en propagación. Estos datos sugieren que, en el caso de PEDV, 
el requerimiento de la proteína E es elevado, al igual que ocurre en TGEV o 
MERS-CoV (Almazan, F., y col., 2013;Ortego, J., y col., 2002). Curiosamente, se 
ha descrito un virus PEDV mutante que carece de cuatro aminoácidos en el 
dominio transmembrana de la proteína E (Sun, M., y col., 2017). Este virus es 
viable y crece en cultivos celulares con títulos similares a los del virus parental, 
aunque produce un incremento en citoquinas pro-inflamatorias y en la respuesta 
a estrés de retículo (Sun, M., y col., 2017). Esto sugiere que sería posible eliminar 
determinadas regiones de la proteína E de PEDV y obtener virus viables, 
potencialmente atenuados, que podrían ser candidatos a vacuna alternativos. 
Así mismo, los mutantes con pequeñas deleciones en la proteína E (rPEDV-
∆E1-N2, rPEDV-∆E2-N2 y rPEDV-∆E3-N2) pueden ser la base del desarrollo de 
un replicón RNA del PEDV como candidato a vacuna que tendría la ventaja de 
ser una vacuna de un solo ciclo de replicación, basada en un RNA (no un virus 
con capacidad de diseminación). Podría ser suministrado en cápsidas virales o 
en el interior de diferentes polímeros (Zimmer, G., 2010). Este tipo de candidatos 
a vacuna son significativamente más seguros que los virus atenuados, debido a 
que replican el material genético viral pero no pueden revertir a la forma parental 
(Almazan, F., y col., 2014;Muhlebach, M. D.y Hutzler, S., 2017). Por otro lado, 
los replicones tienen la capacidad de introducirse en el interior de las células y 
expresar los genes responsables de la estimulación de la inmunogenicidad sin 
propagarse a otras células (Mogler, M. A., y col., 2014). 
En resumen, el trabajo realizado durante esta tesis doctoral ha permitido la 
obtención de un candidato a vacuna para el PEDV, basado en un virus quimérico 
TGEV-PEDV. Además, se ha generado un cDNA infectivo de PEDV que ha 
facilitado la obtención de una colección de virus mutantes con distinto grado de 
virulencia, que serán la base del desarrollo de nuevos candidatos a vacuna. Los 
resultados obtenidos con los virus mutantes abren además nuevas vías de 
investigación para entender la patogénesis de PEDV, con implicaciones en el 



































1. El virus recombinante rTGEV-RS-SPEDV, que expresa una proteína 
quimérica SPEDV-TGEV compuesta por el ectodominio de la proteína S del 
PEDV y el endominio de la del TGEV, y contiene duplicaciones en el entorno 
de las las secuencias que regulan la transcripción (TRSs), resultó atenuado. 
 
2. El virus rTGEV-RS-SPEDV protegió a lechones jóvenes frente a la infección 
con una cepa virulenta de PEDV. La protección estaba asociada a la 
inducción de anticuerpos neutralizantes. 
 
3. Se ha obtenido un cDNA infectivo para PEDV, basado en una cepa 
epidémica virulenta que circula en EE UU. El virus rPEDV-CM1, obtenido a 
partir de este clon infectivo, resultó virulento en lechones causando, una 
fuerte patología en el tracto entérico  y la muerte del 50% de los animales 
infectados. 
 
4. Con el fin de obtener virus PEDV atenuados que sean candidatos a vacuna 
se han generado cuatros virus rPEDV-NCPB por genética reversa, con 
cambios en los pares de bases de los codones (CPB) del gen de la proteína 
N, esencial para la replicación del virus. Los virus mutantes fueron viables y 
presentaron diferencias significativas con el virus parental en su crecimiento 
en cultivos celulares, síntesis de RNA viral o acumulación de la proteína N. 
 
Los virus mutantes rPEDV-NCPB mostraron un amplio rango de virulencia. 
En algunos casos el efecto observado correlacionó con la menor replicación 
en el intestino. En otros casos, la virulencia estaba asociada con la respuesta 
inmune innata inducida por los virus mutantes. 
 
5. El virus mutante rPEDV-N2 representa es un candidato prometedor para la 
obtención de una vacuna. Este virus replica eficientemente tanto en cultivos 
celulares como en el intestino de los animales y era atenuado, dado que el 
100% de los animales inoculados con él sobrevivieron a la infección. 
 
6. Se han generado virus rPEDV-N2 por genética reversa que incluyen 
duplicaciones de las TRSs de los genes 3, E, M y N de PEDV. Estos virus 
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fueron viables y mostraron cinéticas de crecimiento distintas a las del virus 
parental. 
 
7. Los cDNAs infectivos, basados en el rPEDV-N2, que incluían deleciones en 
el gen de la proteína E, correspondieron a virus competentes en replicación 
y deficientes en propagación. Estos virus son candidatos de interés para la 
construcción de replicones RNA del PEDV útiles en la generación de 
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